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1.  Zusammenfassung  in  Kürze  
  
Bestimmte  Viren  verursachen  schwerwiegende  Erkrankungen  bei   immunsupprimier-­
ten   Patienten,   etwa   nach   allogener   Stammzelltransplantation.   Dazu   gehören   das  
Cytomegalievirus  (CMV),  das  Epstein-­Barr-­Virus  (EBV)  und  das  humane  Herpesvirus  
6   (HHV-­6).   Ursächlich   für   solche   Erkrankungen   ist   eine   beeinträchtigte   virus-­
spezifische   Immunität.   Der   therapeutische   Transfer   virusspezifischer   T-­Zellen   kann  
hier  Abhilfe  schaffen.  Gleichwohl   ist  eine  solche  T-­Zelltherapie  bislang  den  meisten  
Patienten,  die  von  ihr  profitieren  könnten,  nicht  zugänglich.  Neben  organisatorischen  
und  logistischen  Problemen  liegt  dies  auch  am  unvollkommenen  Wissensstand  über  
Aufbau  und  Funktion  der  T-­Zellantwort.  Es  ist  zu  wenig  darüber  bekannt,  welche  T-­
Zellen   im  Menschen   protektiv,   welche   epiphänomenal   und   welche   möglicherweise  
toxisch   sind,   und   kontrollierte   T-­Zelltherapiestudien   mit   präziser   Analyse   der  
darauffolgenden  T-­Zellrekonstitution  liegen  nicht  vor.    
  
Das  vorliegende  Projekt  untersuchte  daher  die  virusspezifische  T-­Zellantwort  gegen  
CMV,  EBV  und  HHV-­6.  Methoden  der  Aktivierung  und  Kultivierung  antigenspezifischer  
T-­Zellen   wurden   weiterentwickelt.   Das   Potential   verschiedener   Typen   autologer  
aktivierter   B-­Zellen   zu   diesem  Zweck  wurde   demonstriert.   Diese  Methoden   verein-­
fachten   die   Analyse   des   virusspezifischen   T-­Zellrepertoires,   die   Identifikation   von  
spezifischen  T-­Zellen  gegen  neue  Antigene  und  Epitope,  und  die  Etablierung  einer  
Vielzahl  von  T-­Zellklonen  als  präzise  analytische  Werkzeuge.  Auf  diese  Weise  konnte  
erstmals  der  Einfluss  viraler  immunevasiver  Mechanismen  von  CMV  auf  die  CD8-­T-­
Zellerkennung   infizierter   Zellen   vieler   Spezifitäten   vergleichend   untersucht   werden.  
Dies   führte   zur   Identifikation   privilegierter   und   daher   für   die   antivirale   Protektion  
wahrscheinlich   besonders   bedeutsamer   Epitope.   Analog   gelang   die   erstmalige  
Identifikation  eines  EBV-­Immunevasins,  das  auch  in  Tumorzellen  exprimiert   ist,  und  
die  Aufklärung  seines  Wirkmechanismus.  Analysen  der  T-­Zellantwort  gegen  HHV-­6  
führten  zur  erstmaligen  Identifikation  von  HHV-­6-­spezifischen  CD8-­T-­Zellen  und  eines  
Tests,  der  ihre  virusspezifische  Funktion  nachwies.    
  
Das  Projekt  widmete  sich  zudem  der  klinischen  Verwirklichung  und  Verbesserung  der  
virusspezifischen   T-­Zelltherapie.   Erstmals   wurde   gezeigt,   dass   EBV-­spezifische   T-­
Zellen  aus  peripherem  Blut  von  Spendern  direkt   isoliert  und  Patienten  mit  maligner  
EBV-­assoziierter  Posttransplantationserkrankung   verabreicht  werden   können.  Nach  
dieser   Therapie   wurden   mehrere   bis   dato   anhaltende   Spontanremissionen   beob-­
achtet.   Unsere   verschiedenen   Vorarbeiten   dienten   als   Grundlage   für   eine   aktuelle  
randomisierte   und   kontrollierte   klinische   Studie,   bei   der   nun   der   prophylaktische  
Einsatz  CMV-­  und  EBV-­spezifischer  T-­Zellen  multipler  Epitopspezifität  bei  Patienten  
nach  allogener  Stammzelltransplantation  klinisch  getestet  wird.    
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2.  Einführung    
  
Einige   Mitglieder   der   Familie   der   humanen   Herpesviren   sind   in   der   Bevölkerung  
besonders  weit  verbreitet  (Virgin  et  al.,  2009).  Zu  diesen  gehören  das  Epstein-­Barr-­
Virus  (EBV),  das  Cytomegalievirus  (CMV)  und  das  humane  Herpesvirus  6  (HHV-­6).  
Nach   der   Primärinfektion   werden   sie   wie   alle   Herpesviren   nicht   aus   dem   Körper  
eliminiert,  sondern  persistieren  lebenslang  (Gordon  et  al.,  2017;;  Thorley-­Lawson  et  al.,  
2013).  Die  Viren  dieser  Gruppe  sind  in  den  meisten  Fällen  unschädlich,  solange  sie  
unter  kontinuierlicher  Überwachung  durch  eine  virusspezifische  Immunantwort  stehen;;  
in   Abwesenheit   einer   solchen   Immunantwort   können   sie   jedoch   schwere  
Erkrankungen   verursachen.   Ein  wichtiges  Beispiel   hierfür   ist   die   kongenitale  CMV-­
Infektion:   mindestens   eines   von   tausend   Neugeborenen   erleidet   dauerhafte  
sensorische   oder   neurologische   Beeinträchtigungen   infolge   einer   pränatalen   CMV-­
Infektion   (Dollard   et   al.,   2007).   Das   Risiko   hierfür   ist   bei   einer   Primärinfektion   der  
Mutter  während  der  Schwangerschaft  besonders  hoch  (Kenneson  und  Cannon,  2007).  
EBV  und  HHV-­6  werden  dagegen  pränatal  in  der  Regel  nicht  übertragen,  jedoch  gibt  
es  auch  hier  typische  Syndrome  einer  symptomatischen  Primärinfektion,  nämlich  das  
von  HHV-­6B  verursachte  Dreitagefieber  im  6.  bis  15.  Lebensmonat,  und  die  meist  von  
EBV  verursachte   infektiöse  Mononukleose   im  Jugend-­  und  Erwachsenenalter.  Eine  
Sonderrolle  unter  den  herpesviral  verursachten  Erkrankungen  spielen  EBV-­assoziierte  
Krebserkrankungen  wie  Nasopharynxkarzinom  und  Morbus  Hodgkin  (ein  Teil  der  Fälle  
ist  EBV-­assoziiert),  die  bei  Patienten  mit  ansonsten  intakter  Immunantwort  auftreten  
(Mesri  et  al.,  2014).    
  
Patienten  nach  einer  allogenen  Stammzelltransplantation  sind  aus  anderen  Gründen  
von  herpesviralen  Erkrankungen  besonders  bedroht.  Seit  mehr  als  zwei  Jahrzehnten  
ist  im  wesentlichen  klar,  dass  die  Gefahr  solcher  Erkrankungen  mit  einer  mangelhaften  
oder  fehlenden  virusspezifischen  T-­Zellantwort  einhergeht  (Reusser  et  al.,  1991).  Dies  
ist   häufig   eine   Folge   der   Verwendung   von   Methoden   zur   T-­Zelldepletion   zur  
Vermeidung   der   graft-­versus-­host-­Erkrankung   (Landgren   et   al.,   2009).   Folgerichtig  
bietet  sich  der  Transfer  von  virusspezifischen  T-­Zellen,  gewinnbar  aus  dem  Blut  der  
immunkompetenten   Spender   der   vorausgegangenen   Stammzelltransplantation,   als  
ursächliche   Präventions-­   und   Therapiemaßnahme   an.   Für   CMV   und   EBV   gibt   es  
hierfür  bereits  vielfältige,  fast   immer  positiv  beurteilte  klinische  Erfahrungen  seit  den  
1990er  Jahren  (Riddell  et  al.,  1992;;  Rooney  et  al.,  1995).  Dennoch  erwies  es  sich  als  
unerwartet  schwierig,  über  die  Ebene  von  Pilotstudien  hinauszugelangen,  und  daher  
sind   bis   heute   keine   Resultate   von   randomisierten,   kontrollierten   Studien   zur  
virusspezifischen   T-­Zelltherapie   veröffentlicht.   Mögliche   Gründe   hierfür   sind   die  
zunehmende   Vielfalt   konkurrierender   Ansätze   zur   Auswahl   und   Herstellung  
virusspezifischer   T-­Zellen,   Probleme   der   Infrastruktur   und   Finanzierung,   und   nicht  
zuletzt  die  Schwierigkeit,  vorherzusagen,  für  welche  Bestandteile  des  komplexen  und  
von  Spender  zu  Spender  sehr  unterschiedlich  zusammengesetzten  virusspezifischen  
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T-­Zell-­Repertoires  die  größte  klinische  Wirksamkeit  erwartet  werden  kann.  Die  letzte  
Frage   ist   noch   weitgehend   offen;;   dies   begründet   die   Notwendigkeit   intensivierter  
Forschungen  zu  Funktion,  Zusammensetzung  und  Zielstrukturen  virusspezifischer  T-­
Zellen  gegen  EBV,  CMV  und  HHV-­6B.  Hierzu  gehört  insbesondere  die  Identifikation  
viraler  Proteine,    die  als  Quelle  für  Peptide  dienen,  die  von  MHC-­Molekülen  gegenüber  
T-­Zellen  präsentiert  werden;;  solche  Proteine  werden  als  T-­Zell-­Antigene  bezeichnet.  
Ebenso   wichtig   ist   die   genaue   Ermittlung   der   präsentierten   Peptide   selbst;;   sofern  
nachgewiesen   wurde,   dass   ihre   Präsentation   durch   natürliche   Mechanismen   der  
Antigenprozessierung   zustandekommen   kann   und   daher   eine   Präsentation   im  
Rahmen  einer  natürlichen  Virusinfektion  wahrscheinlich  ist,  werden  diese  Peptide  als  
T-­Zell-­Epitope  bezeichnet.    
  
Das  CMV-­Genom  enthält   über  200,  die  Genome  von  EBV  und  HHV-­6   je   rund  100  
potentiell   proteinkodierende   Gene.   Schon   deshalb   war   zu   erwarten,   dass   die  
spezifische  T-­Zellantwort  gesunder  Spender  sich  gegen  eine  Vielzahl  von  Epitopen  
dieser  Viren  richtet.  Etwa  um  die  Zeit,  als  nachgewiesen  wurde,  dass  MHC-­Moleküle  
Peptide  aus  Antigenen  von   Infektionserregern  präsentieren  (Townsend  et  al.,  1986;;  
Rötzschke  et  al.,  1990),  wurden  auch  erste  T-­Zellantigene  aus  CMV  und  EBV  ermittelt  
(Borysiewicz  et  al.,  1988;;  Burrows  et  al.,  1990),  und  die  präzise  Beschreibung  erster  
T-­Zell-­Epitope   aus   Antigenen   dieser   Viren   folgte   kurz   danach   (Gavin   et   al.,   1993;;  
Burrows   et   al.,   1992).   Seitdem   gehören   CMV   und   EBV   zu   den  meistuntersuchten  
Modellen  der  T-­Zellimmunität  beim  Menschen,  und  der  Wissensstand  über  ihr  Antigen-­  
und  Epitopspektrum  ist  stark  angewachsen  (Hislop  et  al.,  2007b;;  Khan,  2007).    
  
Die  Hypothese  einer  wichtigen,  wahrscheinlich  dominierenden  Rolle  CMV-­  und  EBV-­
spezifischer   T-­Zellen   bei   der   lebenslangen   Unterbindung   einer   schädlichen  
Manifestation   der   Infektion   wurde   durch   vielfältige   funktionelle   in-­vitro-­Analysen  
untermauert,  im  Verein  mit  den  oben  genannten  klinischen  Anwendungen  solcher  T-­
Zellen.  Die  speziellere  Frage,  welche  T-­Zellen  gegen  welche  Antigene  und  Epitope  
protektiv  sind  und  welche  nur  epiphänomenal,   ist   jedoch  bis  dato  nicht  befriedigend  
beantwortet,   und   insbesondere   für   CMV   scheinen   sich   die   klinischen  Resultate   zu  
widersprechen   (Bunde   et   al.,   2005;;   Cobbold   et   al.,   2005).   Erschwert   wird   die  
Beantwortung   dieser   Frage   dadurch,   dass   beide   Viren   eine   Vielfalt   immunmodu-­
latorischer   Moleküle   (Immunevasine)   exprimieren   (Smith   et   al.,   2013)   und   so  
immunevasive  Mechanismen  auslösen,  deren  Einfluss  auf  die  T-­Zellerkennung  von  
der   Infektionsphase,  dem   Infektionsmodus  und  dem   jeweiligen  Antigen,  Epitop  und  
MHC-­Molekül  abhängen  kann  (Jochum  et  al.,  2012;;  Ameres  et  al.,  2013).  Eine  weitere  
Komplikation   besteht   darin,   dass   Epitope   in   unterschiedlichen   CMV-­   und   EBV-­
Stämmen   Polymorphismen   aufweisen,   was   sich   stark   auf   die   Erkennbarkeit   der  
Infektion  durch  spezifische  T-­Zellen  auswirken  kann  (Smith  et  al.,  2014;;  Apolloni  et  al.,  
1992).   Zudem   ist   meist   nicht   bekannt,   welche   Virusvarianten   bei   gesunden   oder  
erkrankten  Personen  vorliegen.  Tiermodelle   für  CMV  können  grundsätzlich  wichtige  
 7  
Hinweise   zu   Beschaffenheit   und   Spezifität   protektiver   T-­Zellantworten   geben  
(Reddehase  et   al.,   1987).   Jedoch  muss   bei   der  Beurteilung   berücksichtigt  werden,  
dass  die  evolutionäre  Distanz  zwischen  murinem  und  humanem  CMV  recht  groß  ist,  
so   sind   beispielsweise   die   MHC-­I-­modulierenden   Proteine   beider   Viren   keine  
Homologe   (Reddehase   2002).   Was   EBV   betrifft,   ist   die   Eignung   des   murinen   γ-­
Herpesvirus  MHV-­68  als  EBV-­Modell  fraglich,  weswegen  in  jüngerer  Zeit  mit  humanen  
hämatopoetischen   Stammzellen   rekonstituierte   immundefiziente   Mäuse   als   Modell  
bevorzugt  werden  (Strowig  et  al.,  2009).  Studien  an  nichthumanen  Primaten  können  
zu   aufschlussreichen   Erkenntnissen   führen,   so   etwa   zur   Rolle   der   viralen  
Immunevasine   bei   der   CMV-­Superinfektion   (Hansen   et   al.,   2010),   aber   ihr   Einsatz  
stößt   auf   ethische   und   logistische   Grenzen.   Zur   Beantwortung   der   Frage   nach  
protektiven  und  somit  optimal  klinisch  wirksamen  T-­Zellen  gegen  CMV  und  EBV  wird  
daher   der   Einsatz   einer   präziseren   und   umfassenderen   T-­Zellanalytik   und  
Virusanalytik   beim   Menschen   notwendig   sein,   im   Verein   mit   randomisierten,  
kontrollierten  Studien  zum  adoptiven  T-­Zelltransfer.  
  
Forschungen   zur   Zusammensetzung   der   HHV-­6-­spezifischen   T-­Zellantwort   sind  
dagegen  jüngeren  Datums.  HHV-­6  wurde  1986  entdeckt  (Salahuddin  et  al.,  1986),  und  
etwas  später  wurde  erkannt,  dass  HHV-­6   in  zwei  Typen  vorkommt  (Schirmer  et  al.,  
1991),   die   mittlerweile   aufgrund   von   wesentlichen   Unterschieden   in   Genetik,  
Tropismus,   Verbreitung   und   Krankeitsassoziation   als   unterschiedliche   Virusspezies  
anerkannt  sind  (Adams  et  al.,  2012).  Es  ist  jedoch  weiterhin  bisweilen  sinnvoll,  HHV-­
6A  und   -­6B  unter  der  Bezeichnung  HHV-­6  zusammenzufassen,  wenn  gemeinsame  
Eigenschaften  beider  Spezies  gemeint  sind  oder  nicht  bekannt  ist,  welche  der  beiden  
Spezies  vorliegt.  Die  Antikörper-­  und  DNA-­Diagnostik  kann  nämlich  oft  nicht  zwischen  
den  beiden  Spezies  unterscheiden  (De  Bolle  et  al.,  2005).    
  
HHV-­6B  ist  sehr  weit  in  der  Bevölkerung  verbreitet  und  verursacht  neben  der  häufigen  
Kinderkrankheit  Dreitagefieber  (Yamanishi  et  al.,  1988)  auch  die  große  Mehrzahl  von  
Reaktivierungen   und   assoziierten   Erkrankungen   nach   allogener   Stammzell-­
transplantation   (Zerr  et  al.,  2012).  Die  Verbreitungsweite  und  Krankheitsassoziation  
von  HHV-­6A  ist  dagegen  noch  wenig  geklärt  (Hill  und  Zerr,  2014).    Erste  Forschungen  
zur   HHV-­6-­spezifischen   T-­Zellimmunität   (Yakushijin   et   al.,   1991)   zeigten   die  
Anwesenheit   von  CD4-­T-­Zellen  bei  gesunden  Virusträgern.  Die  ersten  Zielantigene  
und   Epitope   der   CD4-­T-­Zellantwort   (Nastke   et   al.,   2012)   und   CD8-­T-­Zellantwort  
(Martin  et  al.,  2012)  wurden  jedoch  erst  viel  später  ermittelt.  Dementsprechend  wurden  
HHV-­6-­spezifische   T-­Zellen   erst   in   jüngster   Zeit   in   klinische   Anwendungen   der  
adoptiven   T-­Zelltherapie   eingeschlossen   (Papadopoulou   et   al.,   2014).   Ein   weiterer  
Grund   für   die   verzögerte   Erforschung   HHV-­6-­spezifischer   T-­Zellen   liegt   in   den  
geringen  Anteilen  solcher  T-­Zellen  im  Blut  von  Virusträgern  (Becerra  et  al.,  2014).    
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Die   beobachtete   Intensität   von   Immunantworten   gegen   CMV,   EBV   und   HHV-­6   ist  
nämlich  sehr  unterschiedlich.  CMV-­spezifische  und  in  zweiter  Linie  EBV-­spezifische  
T-­Zellantworten   zählen   zu  den   stärksten,   die  man  beim  Menschen   findet.   Im  Mittel  
etwa  10%  aller  T-­Zellen  von  Virusträgern  erweisen  sich  in  umfassenden  funktionellen  
Analysen  ex  vivo  als  CMV-­spezifisch  (Sylwester  et  al.,  2005).  Dieser  Anteil  gilt  sowohl  
für  CD4-­  als  auch  CD8-­T-­Zellen  und  wurde  für  die  Summe  aller  Antworten  gegen  CMV-­
Proteine  ermittelt.  Vermutlich  unterschätzen  diese  Analysen  den  tatsächlichen  Anteil  
spezifischer  T-­Zellen  sogar,  da  sie  nur  ex  vivo  zytokinsezernierende  T-­Zellen  messen  
(Tan  et  al.,  1999).  Für  EBV  liegen  vergleichbar  umfassende  Analysen,  die  alle  EBV-­
Antigene  abdecken,  nicht  vor.  Schätzungen  gehen  von  deutlich  geringeren  kumula-­
tiven   Häufigkeiten   EBV-­spezifischer   T-­Zellen   aus   (Hislop   et   al.,   2007b).   Dennoch  
können   CD8-­T-­Zellantworten   gegen   bestimmte   immundominante   EBV-­Epitope   bei  
Trägern   des   entsprechenden   MHC-­Allotyps   im   Median   2%   aller   CD8-­T-­Zellen  
ausmachen  (Tan  et  al.,  1999;;  Koning  et  al.,  2013).  Für  HHV-­6  und  andere  humane  
Herpesviren   weisen   publizierte   Analysen   auf   eine   im   Vergleich   zu   CMV   und   EBV  
nochmals  weit   geringere  Häufigkeit   spezifischer   T-­Zellen   hin   (Becerra   et   al.,   2014;;  
Smith   et   al.,   2013).   Deshalb   waren   entsprechende   T-­Zellantworten   bislang   weit  
schwieriger  zu  untersuchen.    
  
Die   gegenwärtigen   humanen   Herpesvirusspezies   sind   in   Koevolution   mit   dem  
modernen   Menschen   entstanden.   Man   kann   daher   vermuten,   dass   spezifische  
Elemente   des   menschlichen   Immunsystems   –   etwa   das   Repertoire   an   MHC-­
Molekülen   und   NK-­Zellrezeptoren   –   und   humane   Herpesviren   unter   starkem  
wechselseitigem   Anpassungsdruck   ihre   heutigen   Ausprägungen   erreichten.   Das  
Studium  von  Immunantworten  gegen  humane  Herpesviren  gestattet  daher  zum  einen  
grundsätzliche  Einblicke  in  die  Immunität  des  Menschen,  zum  anderen  liefert  es  neue  
Ansätze   einer   spezifischen   immunologischen   Therapie   der   durch   sie   verursachten  
Erkrankungen,  insbesondere  bei  immunsupprimierten  Patienten  und  nach  Transplan-­
tationen.    
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3.  Fragestellung  
  
Die  Arbeiten,   die   in   dieser  Habilitationsschrift   dargestellt   werden,   befassen   sich   im  
Schwerpunkt   mit   der   Analyse   antigenspezifischer   T-­Zellen,   mit   ihrer   antiviralen  
Funktion  im  Kontext  viraler  Gegenmaßnahmen,  und  mit  der  Entwicklung  spezifischer  
T-­Zelltherapien  gegen  die  drei  genannten  Viren.  Ausgangspunkt  war  zunächst  eine  
neue  Technik  zur  Expansion  und  Analyse  von  spezifischen  T-­Zellantworten  auf  der  
Basis   eines   EBV-­Vektors,   das   mini-­EBV-­System,   das   noch   im   Rahmen   der  
Promotionsarbeit   des   Verfassers   entwickelt   wurde   (Moosmann   et   al.,   2002).   Die  
vertiefte  Analyse  dieses  Systems  am  Beispiel  eines  CMV-­Antigens  zeigte,  dass  mini-­
EBV-­transformierte   B-­Zellen   sowohl   auf   MHC   Klasse   I   als   auch   Klasse   II   fremde  
Antigene   präsentieren   können,   und   dass   dieses   System   die   Identifikation   neuer  
Virusspezifitäten  ermöglicht   (Wiesner  et  al.,  2005).   Im  Zusammenhang  damit  stellte  
sich  die  zunächst  technische  Frage  nach  einer  Optimierung  der  EBV-­Transformation  
von  B-­Zellen,  was  zu  einer  Suche  nach  möglichen  Modulatoren  dieses  Prozesses  und  
der   Immunogenität   der   transformierten   Zellen   führte.   Verschiedene   potentielle  
Modulatoren  wurden  untersucht,  und  eine  synergistische  Kooperation  zwischen  EBV  
und  Agonisten  des   toll-­like   receptor  9   (TLR9)  wurde   identifiziert   (Iskra  et  al.,  2010).  
Daraus   ergibt   sich   die   interessante,   noch   nicht   bewiesene  Hypothese,   dass  TLR9-­
Aktivierung,  sei  es  durch  EBV-­DNA  oder  örtlich  vorhandene  DNA  anderer  Pathogene,  
auch  beim  Verlauf  der  natürlichen  EBV-­Infektion  eine  Rolle  spielt.  Als  Modulator  der  
Immunogenität  erwies  sich  das  virale  Protein  LMP2A,  das  für  die  EBV-­Transformation  
nur  eine  geringe  Rolle  spielt,  dessen  Fehlen  jedoch  zu  einer  verstärkten  Erkennung  
von  EBV-­  und  Fremdantigenen  auf   transformierten  Zellen  durch  CD8-­T-­Zellen   führt  
(Rancan  et  al.,  2015).  Bei  diesen  Arbeiten  wurden  meist  auch  CD40-­aktivierte  B-­Zellen  
parallel  verwendet,  zunächst  als  nichtinfizierte  Negativkontrolle.  Es  erwies  sich  jedoch  
bald,   dass   CD40-­aktivierte   B-­Zellen   sich   zur   Expansion   und   Analyse   antigen-­
spezifischer   T-­Zellen   ebenfalls   gut   eignen,   auch   bei   T-­Zell-­Spezies   sehr   geringer  
Häufigkeit   (Zentz  et  al.,  2007).  Ein  Charakteristikum  dieses  Systems  besteht   in  der  
konditionalen  Immortalisierung  der  B-­Zellen  durch  exogene  CD40-­Signale  (Wiesner  et  
al.,  2008).  Die  mini-­EBV-­  und  die  CD40-­B-­Zell-­Methode  konnten  mittlerweile  an  viele  
Forschungsgruppen  als  immunologisches  Arbeitsmittel  weitergegeben  werden,  das  es  
ermöglicht,   unlimitierte   Mengen   autologer   antigenpräsentierender   Zellen   auch   aus  
sehr  limitiertem  Probenmaterial  herzustellen.    
  
Weiterführende   Arbeiten   widmeten   sich   der   CMV-­spezifischen   CD8-­T-­Zellantwort.  
Zunächst  wurde  gezeigt,  dass  der  Transfer  von  T-­Zellrezeptor(TCR)-­Genen  genutzt  
werden   kann,   um   artifizielle   CMV-­spezifische   T-­Zellen   aus   Spendern   ohne  
entsprechende   Immunität   zu   generieren   (Schub   et   al.,   2009).   Dann   wurde   die  
antivirale   Funktion   einer   großen   Serie   unterschiedlicher   CMV-­spezifischer   T-­Zellen  
gegenüber   infizierten   Zellen   im   Kontext   viraler   immunmodulatorischer   Moleküle  
untersucht.   Diese   Arbeiten   demonstrierten   einen   überraschenden   Grad   der  
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Anpassung   viraler   Immunmodulatoren   an   die  MHC-­Diversität   des  Menschen.   Auch  
vom  klinischen  Standpunkt  aus  besonders  interessant  war  die  Identifikation  von  CD8-­
T-­Zellen   einer   neuen   Spezifität,   die   aufgrund   ihrer   MHC-­Restriktion   der   viralen  
Immunmodulation   weitgehend   widerstehen   und   daher   in   vitro   eine   privilegierte  
antivirale  Funktion  ausüben  (Ameres  et  al.,  2013  und  2014).  Die  Identifikation  einer  
Vielzahl   neuer   Epitope   im   CMV-­Antigen   IE-­1   führte   zu   der   Schlußfolgerung,   dass  
dieses  Protein  auch  auf  der  Ebene  der  CD4-­T-­Zellantwort  universell   immunologisch  
sichtbar  und  somit  potentiell  therapeutisch  nutzbar  ist  (Ameres  et  al.,  2015).    
  
Die  Analysen  der  spezifischen  T-­Zellantwort  wurden  auf  das  mit  CMV  verwandte  HHV-­
6B  ausgeweitet,   das  ebenfalls  als  wichtiges  Pathogen  bei   Immunsupprimierten  gilt,  
über  dessen  Immunkontrolle  jedoch  bis  dahin  sehr  wenig  bekannt  war.  So  gelang  die  
erstmalige   Identifikation  von  HHV-­6B-­spezifischen  CD8-­T-­Zellen.  Diese  wurden  aus  
dem  Blut  von  gesunden  Virusträgern  isoliert,  ihre  Antigen-­  und  Epitopspezifität  wurde  
ermittelt,  und  ihre  Funktionalität  gegenüber  HHV-­6B-­infizierten  Zellen  wurde  gezeigt  
(Martin  et  al.,  2012).  Dieser  Befund  ist  auch  deshalb  von  besonderem  Interesse,  weil  
HHV-­6B  aufgrund  seines  Entdeckungsgeschichte  und  seines  T-­Zelltropismus  früher  
oft   unter   dem   Blickwinkel   eines   mutmaßlich   “immunsuppressiven"   Virus   gesehen  
wurde,  vorwiegend  weil  es  die  Funktion  der  von  ihm  infizierten  T-­Zellen  hemmt  (Lusso  
et  al.,  2006).  Unsere  Arbeiten  sowie  neuere  klinische  Entwicklungen  (Papadopoulou  
et   al.,   2014)   legen   jedoch   nahe,   dass   die   bisher   für   CMV   und   EBV   entwickelten  
Prinzipien   einer   T-­Zelltherapie   auch   auf   HHV-­6B   anwendbar   sind,   wenngleich   die  
geringere  Häufigkeit  von  HHV-­6B-­spezifischen  T-­Zellen  berücksichtigt  werden  muss.    
  
In  Kooperation  mit  Wissenschaftlern  und  Herstellungsexperten  des  Klinikums  der  LMU  
und  des  Helmholtz-­Zentrums  München  konnten  diese  Erfahrungen  für  die  Entwicklung  
von   Methoden   der   Isolation   von   virusspezifischen   T-­Zellen   für   eine   immunthera-­
peutische  Anwendung  genutzt  werden.  Die  erste  der  in  diesem  Rahmen  entwickelten  
Techniken  wurde  bereits  erfolgreich  in  Heilversuchen  zur  Therapie  lebensbedrohlicher  
EBV-­assoziierter  Lymphoproliferationen  bei  Transplantierten  angewandt  (Moosmann  
et  al.,  2010).  Eine  Weiterentwicklung  dieser  Methode  wird  zur  Zeit  in  einer  Phase  I/IIa-­
Studie   zum   prophylaktischen   Transfer   CMV/EBV-­spezifischer   T-­Zellen   klinisch  
evaluiert   (MULTIVIR-­01;;   Gerbitz   et   al.,   unpubliziert).   Somit   schlagen   die   in   dieser  
Habilitationsarbeit   dargestellten   Arbeiten   eine   Brücke   von   grundlegenden   Unter-­
suchungen   zur   antiviralen   T-­Zellantwort   bis   hin   zur   klinisch   angewandten  
Immuntherapie.    
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4.  Die  CMV-­spezifische  T-­Zellantwort    
  
Für  CMV  wie  alle  Herpesviren  gilt,  daß  sie  ihren  Träger  lebenslang  infizieren  und  aus  
dem  Körper  nicht  vollständig  eliminiert  werden  können,  und  daher  die  Möglichkeit  einer  
Erkrankung  des  Patienten  und/oder  einer  Weitergabe  des  Virus  dauerhaft  bestehen  
bleibt.  Unter  Kontrolle  gehalten  wird  die  virale  Replikation  und  die  daraus  resultierende  
Verbreitung  innerhalb  des  Körpers  sowie  eine  mögliche  Weitergabe  an  andere  durch  
den  Aufbau  und  die  Erhaltung  einer  diversifizierten  virusspezifischen  Immunantwort,  
zu  deren  Komponenten  Antikörper,  CD4-­positive  Helfer-­T-­Zellen  sowie  CD8-­positive  
zytotoxische  T-­Zellen  gehören   (Crough  und  Khanna,  2009).  Daneben  können  auch  
γδ-­T-­Zellen   vom   Vδ2-­negativen   Typ   (Pitard   et   al.,   2008)   und   die   NKG2C-­positive  
Subpopulation   von   NK-­Zellen   (Gumá   et   al.,   2004)   in   gewissem   Sinn   der   CMV-­
spezifischen   Immunität   zugerechnet   werden,   da   sie   in   Virusträgern   spezifisch  
expandiert  sind  und  Merkmale  von  Gedächtniszellen  aufweisen  (Lopez-­Vergès  et  al.,  
2011).  Die  virusspezifische  Immunantwort  drängt  in  der  Regel  die  Infektion  in  für  das  
jeweilige  Virus  typische  Organe  oder  Zellarten  zurück,  in  denen  das  Virus  eine  latente  
Infektion   aufrechterhält,   die   durch   ein   reduziertes  Programm  viraler  Genexpression  
und   durch   die   Abwesenheit   von   Symptomen   im   Virusträger   charakterisiert   ist   und  
lediglich   sporadisch   durch   Phasen   asymptomatischer   Reaktivierung   unterbrochen  
wird  (Boeckh  und  Geballe,  2011).  Im  Falle  von  CMV  ist  der  Latenzort  nicht  eindeutig  
bestimmt,   wahrscheinlichste   Kandidaten   sind   Zellen   der   myeloiden   Linie   in  
verschiedenen   Differenzierungsstadien   (Reeves   und   Sinclair,   2008).   Wird   die  
virusspezifische   Immunität   des   Trägers   beeinträchtigt,   kann   diese   Latenz   massiv  
durchbrochen   werden,   und   es   entsteht   die   Gefahr   einer   symptomatischen  
Reaktivierung  und  Erkrankung.    
  
Ein  typischer  Fall  einer  solchen  Störung  des  antiviralen  Immunschutzes  liegt  vor  bei  
Patienten   nach   Erhalt   einer   allogenen   hämatopoetischen   Stammzelltransplantation  
(HZT).   Nach   einer   solchen   sind   patienteneigene   T-­Zellen   eliminiert   oder   stark  
reduziert,   als   Folge   der   vorausgehenden   Behandlung   und   Konditionierung   des  
Patienten   und   des   Angriffs   von   Immunzellen   des   Spenders   gegen   Blutzellen   des  
Patienten.   Die   entstehende   Schutzlücke   gegenüber   persistierenden   Infektionen  
während   der   ersten   Monate   nach   Transplantation,   bis   zum   Aufbau   eines   neuen  
Lymphozyten-­Repertoires   aus   Stammzellen   des   Patienten,   muß   nun   schnell  
geschlossen  werden.  Dies  wird  im  Idealfall  durch  vom  Spender  stammende,  auf  den  
Patienten   im   Zuge   der   Transplantation   mit   übertragene   Immunzellen   geleistet.   Ob  
solche   Immunzellen   in   hinreichender   Qualität   und   Quantität   vom   Spender   in   den  
Patienten   gelangen,   um   die  Herpesviren   des  Patienten   zu   kontrollieren,   hängt   von  
diversen  Faktoren  ab.  Dazu  gehören  der  Virusträger-­Status  und  der  dadurch  bedingte  
spezifische  Immunstatus  des  Spenders,  die  MHC-­Übereinstimmung  von  Spender  und  
Patient,   die   Quelle   und   Aufbereitung   der   zu   transplantierenden   Stammzellen  
(insbesondere  ob  eine  T-­Zelldepletion  durdchgeführt  wurde)  und  die  Konditionierung  
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des   Patienten.   Eine   CMV-­Infektion   stammt   in   der   Regel   vom  Patienten   selbst,   die  
Übertragung  vom  Spender  ist  relativ  unwahrscheinlich  (Gratama  et  al.,  2001).  Daher  
ist  es  von  Vorteil,  wenn  bei  einem  CMV-­positiven  Patienten  auch  der  Spender  CMV-­
positiv  ist  (Grob  et  al.,1987;;  Ljungman  et  al.,  2003),  wahrscheinlich  weil  so  auch  CMV-­
spezifische   Memory-­T-­Zellen   zusammen   mit   dem   Transplantat   den   Patienten  
erreichen  können.  Unabhängig  von  der  Methode  der  Bestimmung  CMV-­spezifischer  
T-­Zellen  ist  deren  Anwesenheit  im  Patienten  mit  einem  Schutz  vor  CMV-­Erkrankung  
(Reusser  et  al.,  1991;;  Gratama  et  al.,  2001;;  Cwynarski  et  al.,  2001)  und  verbessertem  
Gesamtüberleben   (Boeckh   et   al.,   2003)      assoziiert.   Bei   Empfängern   von   T-­
zelldepletierten  Transplantaten  kommt  teilweise  auch  CMV-­spezifischen  T-­Zellen,  die  
vom  Patienten  stammen,  eine  Schutzfunktion  zu  (Chalandon  et  al.,  2006).    
  
Sowohl   beim   Monitoring   CMV-­spezifischer   T-­Zellen   wie   bei   der   adoptiven   T-­
Zelltherapie   stellt   sich   zunächst   die   Frage   nach   der   Zusammensetzung   CMV-­
spezifischer  T-­Zellen  und   ihrer  Antigenspezifität.  Das  erste  CMV-­Protein,  das  als  T-­
Zellantigen   identifiziert   wurde,   war   das   immediate-­early-­1-­Protein,   IE-­1,   für   das  
zunächst  CD8-­T-­Zellen  als  auch  kurze  Zeit  später  CD4-­T-­Zellantworten  beschrieben  
wurden   (Borysiewicz  et   al.,   1988;;  Alp  et   al.,   1991).  Es  war  daher  unerwartet,   dass  
Riddell   und   Kollegen   feststellten,   dass   sie   in   Kultursystemen   mit   CMV-­infizierten  
autologen   Fibroblasten   vorwiegend   T-­Zellen   erhielten,   die   gegen   CMV-­Struktur–
proteine,  nicht  jedoch  gegen  IE-­1  gerichtet  waren  (Riddell  et  al.,  1991),  und  später  in  
genaueren  Analysen   feststellten,  dass   IE-­1-­spezifische  T-­Zellen  zwar   im  Repertoire  
gesunder  Spender  existieren,  jedoch  CMV-­infizierte  Zellen  nicht  erkennen  (Manley  et  
al.,   2004).   Auf   T-­Zellklone   gegen   CMV-­Strukturproteine   gründete   die   gleiche  
Arbeitsgruppe  auch   ihr   therapeutisches  Protokoll  zum  adoptiven  T-­Zelltransfer  nach  
HZT  (Riddell  et  al.,  1992;;  Walter  et  al.,  1995).  Als  dominierendes  Antigen  innerhalb  
dieser   T-­Zellantwort   gegen   Strukturproteine   wurde   das   Tegumentprotein   pp65  
identifiziert  (Wills  et  al.,  1996),  die  in  ähnlich  hohen  Anteilen  im  CD8-­T-­Zellrepertoire  
vorkommen  wie  T-­Zellantworten  gegen  IE-­1  (Kern  et  al.,  1999).  Auch  CD4-­T-­Zellen  
gegen   pp65   wurden   identifiziert   (Khattab   et   al.,   1997).   Eine   neue   Überraschung  
brachten  Befunde,  die  zeigten,  dass  ein  Schutz  vor  CMV-­Erkrankung  besser  mit  IE-­1-­
spezifischen   als   mit   pp65-­spezifischen   T-­Zellen   korrelierte,   sowohl   nach   solider  
Organtransplantation   (Bunde   et   al.,   2005)   als   auch   nach   allogener   Stammzell-­
transplantation  (Sacre  et  al.,  2008).  Demgegenüber  waren  in  anderen  Analysen  pp65-­
spezifische   T-­Zellen   mit   einer   Protektion   vor   CMV-­Reaktivierung   oder   Erkrankung  
assoziiert  (Gratama  et  al,,  2001;;  Cwynarski  et  al.,  2001),  ohne  dass  ein  Vergleich  mit  
IE-­1  vorgenommen  wurde.  Ebenso  wurde   in  verschiedenen  klinischen  Studien  eine  
Korrelation   zwischen   dem   Transfer   von   pp65-­spezifischen   T-­Zellen   und   Reduktion  
oder  Prävention  der  Virusreaktivierung  festgestellt  (Walter  et  al.,  1995;;  Einsele  et  al.,  
2002;;  Feuchtinger  et  al.,  2010;;  weitere  siehe  unten).  Da  es  sich   jedoch   jeweils  um  
nicht  kontrollierte,  kleinere  klinische  Studien  handelte  und  eine  systematische  Analyse  
der   Koexpansion   von   T-­Zellen   gegen   andere   CMV-­Antigene   in   den   betreffenden  
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Patienten  nicht  vorgenommen  wurde,  bleibt  die  Frage  einstweilen  noch  offen,  welche  
CMV-­Antigenspezifität   am   ehesten   zu   einem   T-­Zell-­Schutz   führt.   Es   wäre   sogar  
möglich,   dass   unterschiedliche  Epitope   aus   dem  gleichen  Antigen   unterschiedliche  
Protektivität   vermitteln.  Unsere  Arbeiten   (Ameres  et  al.,  2013;;  Ameres  et  al.,  2014)  
liefern  darauf  Hinweise,  die  weiter  unten  diskutiert  werden.    
  
Neben  pp65  und  IE-­1  wurde  die  CMV-­spezifische  T-­Zellimmunität  gegen  eine  Reihe  
weiterer   Antigene   untersucht.   Khanna   und   Kollegen   führten   eine   großangelegte  
Analyse   mittels   Stimulation   mit   aufgrund   von   HLA-­Bindemotiven   vorhergesagten  
Peptidepitopen  durch  und  identifizierten  eine  Reihe  von  Epitopen  in  diesen  beiden  und  
elf  weiteren  Antigenen,  jedoch  schienen  ihre  Analysen  zugleich  die  prominente  Rolle  
von  pp65  und  IE-­1  zu  bestätigen  (Elkington  et  al.,  2003).  Auch  mit  Vakzinia-­Vektoren  
gegen   sechs   CMV-­Antigene   wurde   die   T-­Zellantwort      gesunder   Spender   getestet  
(Khan  et  al.,  2005);;  es  wurde  gegen  alle  diese  Antigene   in  einem  Teil  der  Spender  
eine  CD8-­T-­Zellimmunität  detektiert,  jedoch  erwiesen  sich  wiederum  Antworten  gegen  
pp65  und   IE-­1  am  verbreitetsten  und   in  den  meisten  Spendern  auch  am  stärksten.  
Besonderen  Eindruck  machte  eine  Studie,  die  mit  hohem  Aufwand  die  CD8-­  und  CD4-­
T-­Zellantwort   von   33   gesunden   Spendern   mittels   Peptidbibliotheken   über   alle   213  
annotierten  CMV-­Proteine  bzw.  offene  Leseraster  analysierte  (Sylwester  et  al.,  2005).  
Dies  ist  nach  wie  vor  die  umfassendste  bisher  durchgeführte  Analyse  der  T-­Zellantwort  
gegen  ein  humanes  Herpesvirus  oder  ein  großes  humanpathogenes  Virus  überhaupt,  
auf  der  auch  die  in  der  Einleitung  diskutierte  Schätzung  basiert,  dass  im  Median  etwa  
jeweils  10%  der  CD8-­  und  CD4-­T-­Zellen  gesunder  Virusträger  CMV-­spezifisch  sind.  
CD8-­T-­Zellen  wurden   in  mindestens  einem  Spender  gegen  107  der  213  getesteten  
Antigene   detektiert.   Dies   zeigt   klar,   dass   sich   die   CMV-­spezifische   T-­Zellantwort  
gegen   verschiedenste   Antigene   richten   kann.   Jedoch  muss   berücksichtigt   werden,  
dass  gegen  lediglich  drei  Antigene  (UL48,  pp65,  IE-­1)  in  mehr  als  50%  der  Spender  
eine  T-­Zellantwort  gemessen  wurde,  und  T-­Zellantworten  gegen  UL48  waren  deutlich  
schwächer  ausgeprägt  als  solche  gegen  die  beiden  anderen  Antigene  (Sylwester  et  
al.,  2016).  Daher  scheint  nach  gegenwärtigem  Stand  eine  Schwerpunktsetzung  auf  
pp65  und  IE-­1  sowie  einzelne  weitere  Antigene  wie  pp50  und  gB  (Khan  et  al.,  2005)  
für   Anwendungen   in   T-­Zellmonitoring   und   Immuntherapie   gerechtfertigt,   bei   denen  
eine  größere  Zahl  von  Antigenen  zu  hohen  Aufwand  verursachen  würde.      
  
Seit   der   ersten   Studie   zur   antigenspezifischen   adoptiven   T-­Zelltherapie   (ATT)   zur  
Therapie  oder  Prophylaxe  der  CMV-­Erkrankung  nach  HZT  (Riddell  et  al.,  1992;;  Walter  
et  al.,  1995)  sind  fortlaufend  neue  Ansätze  mit  dem  gleichen  Ziel  entwickelt  worden,  
die   sich   unterschiedlicher   Methoden   der   T-­Zellherstellung   bedienen.   Die   weitere  
Entwicklung   zielte   nicht   in   erster   Linie  darauf   ab,   angesichts   des   komplexen  CMV-­
Antigenrepertoires  eine  möglichst  umfassende  T-­Zellantwort   zu  etablieren,   sondern  
die   Veränderung   der   Protokolle   verlief   in   Richtung   einer   möglichst   einfachen   und  
schnellen   Herstellung  monoantigen-­   oder   monoepitopspezifscher   T-­Zellen.   In   allen  
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Fällen  wurden  bislang  CMV-­spezifische  T-­Zellen  nur  aus  seropositiven  Spendern  für  
die  Klinik  hergestellt  und  eingesetzt.  Riddell  et  al.  (1992)  generierten  noch  aufwendig  
bei   jedem  Patienten  antigenspezifische  T-­Zellklone  durch  Stimulation  mit  autologen  
CMV-­infizierten   Fibroblasten.   Peggs   et   al   (2001,   2003)   generierten   autologe  
dendritische  Zellen  und  beluden  sie  mit  CMV-­Antigen  zur  T-­Zellstimulation,  ein  immer  
noch  aufwendiges  Verfahren;;  Einsele  et  al   (2002)  benötigten   lediglich  mehrfach  mit  
Antigen   stimulierte   mononukleäre   Zellen   des   peripheren   Bluts   (PBMC),   was   eine  
Vereinfachung  darstellt.  Spätere  Studien  isolierten  antigenspezifische  T-­Zellen  direkt,  
entweder  mittels  Peptid/MHC-­Multimerfärbung  (Cobbold  et  al.,  2005;;  Neuenhahn  et  
al.,   2017)   oder   mittels   Interferon-­γ-­Oberflächenfärbung,   Antigenstimulation   und  
magnetischer  Isolation  ("secretion  assay",  "cytokine  capture  assay";;  Feuchtinger  et  al.,  
2010).  Die  Multimerfärbung  hat  den  Vorteil,  sehr  reine  und  in  ihrer  Spezifität  bekannte  
T-­Zellen  zu   isolieren,  allerdings  sind  meist  nur  monospezifische  T-­Zellen  verfügbar;;  
bei   der   Interferon-­γ-­Sekretionsmethode   lassen   sich   im   Prinzip   auch   komplexe  
Antigengemische  verwenden,  allerdings  wurde  bisher  meist  nur  pp65  eingesetzt.   In  
allen  diesen  Studien  gab  es  nach  T-­Zelltransfer  eine  Reduktionen  der  Viruslast  und  
vermutlich   eine   Vermeidung   von   CMV-­Reaktivierungen   oder   Erkrankungen,   auch  
wenn   mangels   Kontrollgruppen   hierzu   keine   sicheren   Aussagen   gemacht   werden  
können.  Mit   Spannung   erwartet  werden   die  Ergebnisse   zweier   bereits   abgeschlos-­
sener  (Boeckh  et  al.,  2015),  größerer  und  kontrollierter  Studien  zum  prophylaktischen  
bzw.  präemptiven  Einsatz  CMV-­spezifischer  T-­Zellen  nach  HZT.    
  
  
Charakterisierung  mit  Hilfe  des  mini-­EBV-­Systems  
  
Diese  Überlegungen  illustrieren  die  Dringlichkeit,  die  CMV-­spezifische  Immunantwort  
genauer   zu   charakterisieren,   um   umfassenderes   Immunmonitoring   zu   ermöglichen  
und  der  Immuntherapie  neue  Zielantigene  zu  erschließen,  aber  auch  zum  Verständnis  
des  humanen  Pathogens  CMV  beizutragen  als  eines  solchen,  das  die  menschliche  
Immunantwort   besonders   stark   prägt.   Die   erste   Arbeit   des   Verfassers,   die   hier  
diskutiert  werden  soll,  machte  sich  die  Verwendung  von  pp65-­exprimierenden  mini-­
LCLs   zur   Analyse   von   CMV-­spezifischen   CD4-­   und   CD8-­T-­Zellantworten   zum   Ziel  
(Wiesner  et  al.,  2005).  Sie  basierte  auf  Vorarbeiten  (Moosmann  et  al.,  2002),  die  noch  
zur  Promotionszeit  des  Verfassers  gehörten.  Diese  Vorarbeiten  etablierten  das  mini-­
EBV-­System  als  Vektor  zur  Expression  von  Fremdantigenen  in  B-­Zellen,  mit  dem  Ziel  
der  Herstellung  stabil  proliferierender  antigenpräsentierender  B-­Zellinien,  die   jeweils  
autolog   leicht   und   in   unbegrenzter   Menge   verfügbar   sind.   Das  mini-­EBV,   das   von  
Hammerschmidt   und   Kollegen   entwickelt   wurde,   enthält   rund   die   Hälfte   des   EBV-­
Genoms  (Kempkes  et  al.,  1995),  darunter  die  Gene  für  alle  neun  Proteine  der  latenten  
Phase,   die   in   EBV-­transformierten   B-­Zellen   üblicherweise   exprimiert   sind   (Thorley-­
Lawson,   2001).   Durch   Transformation   mit   EBV   hergestellte   humane   B-­Zellinien  
werden  üblicherweise  als   lymphoblastoide  Zellinien   (LCLs)  bezeichnet,  dies   ist  das  
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einfachste   traditionelle   System,   um   aus   geringen   Mengen   peripherem   Blut   eines  
gegebenen  Spenders  eine  stabile  autologe  Zellinie  herzustellen.  Solche  Zellinien,  in  
denen   die   EBV-­Genexpression   dem   Latenzprogramm   III   folgt   (Rowe   et   al.,   1992),  
haben  einen  aktivierten  B-­Zellphänotyp  mit  hoher  Expression  von  MHC-­Molekülen  der  
Klasse  I  und  II  (MHC-­I,  MHC-­II)  und  T-­zell-­kostimulatorischen  Molekülen  (Wiesner  et  
al.,  2008).  LCLs  werden  also  als  professionelle  antigenpräsentierende  Zellen  (APC)  
aufgefasst  und  expandieren  sehr  effektiv  EBV-­spezifische  T-­Zellen  in  vitro.  Diese  ist  
auch   die   Grundlage   des   ersten   therapeutischen   Ansatzes   zur   EBV-­T-­Zelltherapie  
(Rooney   et   al.,   2005,   siehe   unten)   und   der   Grund   für   die   Hypothese,   dass   EBV-­
spezifische   CD8-­T-­Zellantworten   durch   primäre   Aktivierung   an   infizierten   B-­Zellen  
zustandekommen  (Rickinson  et  al.,  2014).      
  
Mit   Hilfe   einer   komplementierenden   Verpackungszellinie   (Delecluse   et   al.,   1999)  
können   infektiöse   mini-­EBV-­Virionen   leicht   hergestellt   werden,   und   diese  
transformieren  primäre  humane  B-­Zellen  sehr  effektiv  (Moosmann  et  al.,  2002).  Wir  
wählten   pp65   als   Modellantigen   und   zeigten,   dass   die   transformierten   B-­Zellinien,  
genannt  mini-­LCLs,  nicht  nur  CD8-­T-­Zellen  (Moosmann  et  al.,  2002),  sondern  auch  
CD4-­T-­Zellen   effektiv   antigenspezifisch   expandieren,   mithin   das   intrazellulär  
exprimierte  CMV-­Antigen  auf  MHC-­I  und  MHC-­II  präsentieren.  Aus  den  entstehenden  
CMV-­spezifischen   T-­Zellinien   konnten   durch   direkte   Einzelzellklonierung   CMV-­
spezifische   CD8-­   und   CD4-­T-­Zellklone   hergestellt   werden,   deren   Epitopspezifität  
analysiert  wurde  und  zur  Identifikation  neuer  CD8-­  und  CD4-­Epitope  führte  (Wiesner  
et  al.,  2005).  Die  effektive  Präsentation  intrazellulär  exprimierter  Proteine  auf  MHC-­II  
von   EBV-­transformierten   B-­Zellen   war   kurz   zuvor   bereits   für   ein   bakterielles  
Modellprotein   demonstriert   worden   (Nimmerjahn   et   al.,   2003).   Dies   war   nicht  
unbedingt  erwartet  worden,  da  EBV-­transformierte  B-­Zellen  die  in  ihnen  exprimierten  
EBV-­Antigene   nur   suboptimal   gegenüber   CD4-­T-­Zellen   präsentieren   (Long   et   al.,  
2005),   was   aber   vorwiegend   an   der   limitierten   Expressionshöhe   der   EBV-­
Latenzproteine  liegen  könnte.  Wie  sich  zeigte,  war  dies  für  die  Expansion  von  pp65-­
spezifischen  CD4-­T-­Zellen  vermutlich  von  Vorteil,  da  eine  kompetitive  Expansion  EBV-­
spezifischer  CD4-­T-­Zellen  nicht  auftrat.    
  
Unsere   genannte   Arbeit   (Wiesner   et   al.,   2005)   etablierte   das  mini-­LCL-­System   als  
effizientes   Werkzeug   zur   Analyse   von   CD8-­   und   CD4-­T-­Zellen,   das   bis   heute   ein  
grundlegendes   Werkzeug   unserer   Arbeitsgruppe   ist   und   in   Kooperationsprojekten  
zum  Beispiel  auch  bei  der  Analyse  zelltherapeutischer  Ansätze  gegen  Tumorantigene  
bereits   Verwendung   fand   (Kruschinski   et   al.,   2008).   Zugleich   vermehrte   unsere  
betreffende   Arbeit   insbesondere   den   Wissensstand   über   pp65-­spezifische   CD4-­T-­
Zellen.  Die  pp65-­spezifische  CD4-­T-­Zellantwort  war  zuvor  Gegenstand  nur  weniger  
näherer  Untersuchungen  gewesen.  Khattab  et  al.  (1997)  hatten  zwei,  und  Li  Pira  et  al  
(2004)  hatten  zwölf  Subsequenzen  in  pp65  identifiziert,  die  von  CD4-­T-­Zellen  erkannt  
wurden.   Jedoch   waren   ihre   MHC-­Klasse-­II-­Restriktionen   nur   korrelativ   ermittelt  
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worden  und  daher  mit  Unsicherheit   behaftet.  Unsere  Arbeit   identifizierte   vier   pp65-­
Epitope,  die  von  CD4-­T-­Zellklonen  erkannt  wurden,  ermittelte  experimentell  ihre  MHC-­
Restriktion,   und   wies   vorläufig   zugleich   bereits   auf   die   Abwesenheit   von  
Alloreaktivitäten  bei  T-­Zellen  dieser  Spezifität  nach.  Auch  dies  ist  ein  wichtiger  Aspekt,  
insbesondere   weil   CD4-­T-­Zellen   gegen   ein   immundominantes   Epitop   aus   dem  
Glyoprotein  B  eine  HLA-­Alloreaktivität  aufweisen  (Elkington  und  Khanna,  2005).  Ein  
Teil  unserer  CD4-­Epitope  aus  pp65  wurde  in  den  Peptidmix  eingeschlossen,  der  in  der  
aktuellen  MULTIVIR-­01-­Studie   (Gerbitz   et   al.,   unpubliziert)   zur   Anreicherung  CMV-­
spezifischer  T-­Zellen  verwendet  wird.  Es  bleibt  nun  abzuwarten,  ob  entsprechende  T-­
Zellen  in  Patienten  nach  ATT  rekonstituiert  werden  können.    
  
  
Identifizierung  einer  privilegierten  CD8-­T-­Zellantwort  
  
In   analoger   Weise   lieferte   das   mini-­EBV-­System   den   technischen   Ansatzpunkt   zu  
Analysen   der   T-­Zellantwort   gegen   das   zweite   immundominante   T-­Zellantigen   von  
CMV,   nämlich   IE-­1.   Ein   mini-­EBV   mit   dem   IE-­1-­Gen   wurde   konstruiert,   und   IE-­1-­
exprimierende  mini-­LCLs  wurden  hergestellt;;  dabei  fanden  wir,  dass  diese  vergeichbar  
gut  zu  generieren  waren  wie  pp65-­mini-­LCLs  oder  Wildtyp-­LCLs.    Die  IE-­1-­mini-­LCLs  
wurden  dann  zur  Expansion  spezifischer  T-­Zellen   im  autologen  System  verwendet.  
Die   T-­Zellkulturen  wurden   einzelzellkloniert;;   die   große  Mehrzahl   der   resultierenden  
Klone   war   IE-­1-­spezifisch.   Die   Epitopspezifität   und   HLA-­Restriktion   verschiedener  
CD8-­T-­Zellklone   (Ameres   et   al.,   2013,   2014)   und   CD4-­T-­Zellklone   (Ameres   et   al.,  
2015)  wurde  mit  Hilfe  einer  Peptidbibliothek,  die  die  IE-­1-­Sequenz  abdeckte,  und  einer  
Reihe   von   HLA-­typisierten   IE-­1-­mini-­LCLs   ermittelt;;   die   HLA-­Restriktion   wurde   mit  
Hilfe   rekombinanter   HLA-­Moleküle   verifiziert.   Es   ergaben   sich   zunächst   zwei  
überraschende  Befunde  (Ameres  et  al.,  2013):  ein  großer  Teil  der  IE-­1-­spezifischen  
CD8-­T-­Zellen  war  bei  Trägern  des  Allels  HLA-­C*07:02  durch  dieses  restringiert  und  
erkannte  ein  bislang  in  dieser  Form  unbekanntes  Epitop  der  Sequenz  CRVLCCYVL  
(kurz  CRV);;  und  die  T-­Zellklone  dieser  Spezifität  erkannten  infizierte  Fibroblasten  sehr  
effektiv,  was   im  Gegensatz   zur   früheren   Literatur   stand   (Manley   et   al.,   2004).  Das  
Peptid  CRV  war  allerdings  bereits  zuvor  als  T-­Zellepitop  beschrieben  worden  (Kern  et  
al.,   1999);;   die   HLA-­Restriktion   war   allerdings   fehlerhaft   als   HLA-­B*07:02   ermittelt  
worden,   da   nur   niedrigauflösende   HLA-­Typisierungen   zur   Verfügung   standen   und  
nicht  berücksichtigt  wurde,  dass  dieses  HLA-­B-­Allel  und  das  zuvor  genannte  HLA-­C-­
Allel  als  Elemente  des  selben  Haplotyps  fast  stets  miteinander  assoziiert  sind  (Schmidt  
et  al.,  2009).  So  erklärte  sich  retrospektiv,  warum  auch  in  der  nachfolgenden  Literatur  
Reaktivitäten  gegen  dieses  Peptid  immer  wieder  konstatiert  wurden,  aber  nur  schlecht  
analysierbar  waren,  zum  Beispiel  weil  keine  Peptid-­HLA-­Multimere  hergestellt  werden  
konnten  (Khan  et  al.,  2007).    
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Ein  besonderes  Interesse  an  diesem  T-­Zellepitop  CRV  erwies  sich  aus  zwei  Gründen  
als   gerechtfertigt:   erstens   aufgrund   der   besonders   hohen   Häufigkeiten   solcher   T-­
Zellen   im  peripheren  Blut,  was  dieses  Epitop  als  das  bei  Spendern  des  passenden  
HLA-­Typs  "immundominanteste"  erscheinen  ließ  (Ameres  et  al.,  2013),  und  zweitens  
aufgrund  der  unerwartet  guten  Erkennung  des  Epitops  auf  CMV-­infizierten  Zellen.  Wir  
testeten   nämlich   die   Funktion   entsprechender   CD8-­T-­Zellklone   gegenüber   CMV-­
infizierten   Fibroblasten.   Wir   stellten   fest,   dass   IE-­1-­spezifischen   CD8-­T-­Zellklone  
infizierte  Fibroblasten  sehr  effektiv  erkannten  (was  durch  Messung  der   Interferon-­γ-­
Sezernierung  ermittelt  wurde)  und  zytotoxisch  angriffen   (Ameres  et  al.,  2013).  Dies  
stand   im   Gegensatz   zur   Literatur   (Manley   et   al.,   2004),   laut   der   die   viralen  
Immunevasine  die  Erkennung  von   IE-­1  durch  CD8-­T-­Zellen  verhindern  sollen.  Dies  
wurde   von   Manley   et   al.   daraus   gefolgert,   dass   CD8-­T-­Zellen   verschiedener  
Epitopspezifitäten   (die   jedoch   nur   teilweise   identifiziert   worden   waren)   keine  
Fibroblasten   erkannten,   die   mit   dem  Wildtyp-­CMV   (AD169)   infiziert   waren;;   jedoch  
wurde  eine  Erkennung  von  Fibroblasten  festgestellt,  die  mit  einem  CMV  des  Stamms  
RV789  infiziert  waren.  Diesem  Stamm  fehlt  die  Genomregion,  in  der  die  Gene  für  die  
vier  wichtigsten  CMV-­T-­Zell-­Evasine  US2,  US3,  US6,  und  US11  codiert  sind.  US2  und  
US11  interagieren  mit  MHC-­I   im  endoplasmatischen  Retikulum  (ER)  und  lenken  die  
MHC-­I-­Moleküle  ins  Zytoplasma  zurück,  wo  sie  abgebaut  werden  (Wiertz  et  al.,  1996a,  
1996b);;   US3   interagiert   mit   dem   Peptidbeladungskomplex   im   ER   und   bremst   den  
Export  von  MHC-­I-­Ketten  (Ahn  et  al.,  1996;;  Jones  et  al.,  1996);;  und  US6  inhibiert  den  
Proteinkomplex   TAP   (transporter   associated   with   antigen   processing),   der   Peptide  
vom  Zytoplasma  ins  ER  transportiert  (Hengel  et  al.,  1997;;  Lehner  et  al.,  1997).    
  
Plachter   und   Kollegen   hatten   kurz   zuvor   ein   Sortiment   von   Varianten   des   CMV-­
Stamms   AD169   konstruiert   hatten,   die   jeweils   nur   eines   der   vier   immun-­
modulatorischen   CMV-­Proteine   exprimieren,   während   die   Gene   der   drei   anderen  
Proteine  deletiert  wurden  (Besold  et  al.,  2009;;  Hesse  et  al.,  2013),  sowie  ein  Konstrukt  
mit  allen  vier  Deletionen.  Mit  Hilfe  dieser  CMV-­Konstrukte  konnten  wir  nun  erstmals  im  
Detail  die  individuelle  Rolle  der  vier  CMV-­Immunevasine  bei  der  CD8-­T-­Zellerkennung  
im   Kontext   eines   CMV-­Infektionsmodel   untersuchen   (Ameres   et   al.,   2013,   2014).  
Zunächst   wurden   CRV-­spezifische   CD8-­T-­Zellen   in   einem   direkten   Vergleich   mit  
spezifischen   CD8-­T-­Zellen   gegen   fünf   andere   IE-­1-­Epitope   unterschiedlicher   HLA-­
Restriktionen   im   Fibroblastenmodell   getestet.   Der   Vergleich   zeigte,   dass  
ausschließlich  CRV  von  den  infizierten  Zellen  in  Anwesenheit  der  vier  Immunevasine  
von   T-­Zellen   noch   effektiv   erkannt   wurde,   während   T-­Zellen   der   fünf   anderen  
Spezifitäten  in  ihrer  Erkennung  vollständig  gehindert  waren.  Dies  war  gänzlich  auf  die  
Funktion   der   vier   Immunevasine   zurückzuführen,   da   in   ihrer   Abwesenheit   die   T-­
Zellklone   aller   Spezifitäten   die   infizierten   Zellen   gleichermaßen   erkannten.   Somit  
verhinderten   die   vier   Immunevasine   die   Präsentation   der   entsprechenden   Peptide  
durch  MHC  auf  der  Oberfläche  der  infizierten  Zellen.  Einzelne  Immunevasine  hatten  
nur   einen   jeweils   geringen   Effekt   auf   die   Präsentation   von   CRV;;   zur   nahezu  
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vollständigen   Verhinderung   der   Präsentation   des   HLA-­A*02:01-­restringierten   IE-­1-­
Epitops  VLEETSVML  (VLE)  war  dagegen  bereits  eines  der  Immunevasine  US2  oder  
US11   ausreichend.   US2   und  US11   interagieren   direkt  mit   Regionen   der   schweren  
Kette   von   MHC-­I,   die   von   der   mit   dem   Peptid   und   der   T-­Zelle   wechselwirkenden  
Region   räumlich  entfernt   sind   (Story  et   al.,   1999;;  Barel   et   al.,   2003a,  2003b).  Dies  
führte  zu  der  Hypothese,  dass  die  Inhibition  der  T-­Zellerkennung  durch  US2  und  US11  
unabhängig   vom   präsentierten   Peptid   war   und   somit   ein   für   das   jeweilige   MHC-­I-­
Molekül  spezifischer  Effekt  vorlag.  Diese  Hypothese  wurde  mit  Hilfe  chimärer  Moleküle  
aus  den  MHC-­I-­Molekülen  HLA-­A*02:01  und  HLA-­C*07:02  getestet,  in  denen  der  mit  
US2   und   US11   interagierende   Teil   des   jeweiligen   Moleküls   (bestehend   aus   α3-­
Domäne,   Membrananker   und   zytoplasmatischem   Anteil)   mit   dem   des   anderen  
Moleküls  vertauscht  wurde.  Es  ergab  sich  ein  erstaunlich  klarer  Effekt:  in  Abwesenheit  
der   CMV-­Immunevasine   waren   beide   chimären   Moleküle   voll   funktionsfähig   und  
vermittelten  die  Erkennung  durch  spezifische  T-­Zellen;;  in  Anwesenheit  von  US2  oder  
US11  wurde  die  Verhinderung  ausschließlich  durch  den  vertauschten  Anteil  des  MHC-­
I-­Moleküls   gesteuert.   Regulation   durch   US2   und   US11   sind   also   von   der   T-­
Zellerkennung  der  MHC-­Peptid-­Kontaktoberfläche   räumlich   getrennt   und   funktionell  
separierbar.  Daraus   folgt,   dass  HLA-­C*07:02  ein   in  der  CMV-­Infektion  privilegierter  
Allotyp  ist.    
  
Es  stellte  sich  die  Frage  nach  den  Gründen  dieser  Privilegierung.   Im  Gegensatz  zu  
HLA-­A*02:01  und  vielen  HLA-­A-­  und  HLA-­B-­Molekülen  sind  HLA-­C-­Moleküle  generell  
Inhibitoren  der  Funktion  von  natürlichen  Killerzellen   (NK-­Zellen).  Verschiedene  NK-­
Zell-­Subpopulationen   exprimieren   eine   unterschiedliche   Auswahl   inhibitorischer  
Rezeptoren   auf   ihrer   Oberfläche,   und   die   jeweilige   NK-­Zelle   wird   von   HLA-­C-­
Molekülen  gehemmt,  die  zu  ihren  Rezeptoren  passen  (Parham,  2005;;  Anfossi  et  al.,  
2006).   Die   betreffende   Klasse   inhibitorischer   Rezeptoren   wird   als   KIR   bezeichnet  
(killer-­cell  immunoglobulin-­like  receptors).  Die  wichtigsten  inhibitorischen  Rezeptoren  
für  HLA-­C-­Moleküle  der  Gruppe  1,  zu  denen  HLA-­C*07:02  gehört,  sind  KIR2DL2  und  
KIR2DL3,  die  Genprodukte  zweier   funktionsanaloger  Allele  des  gleichen  KIR-­Gens.  
Es   wurde   die   Hypothese   getestet,   dass   bei   der   zellulären   CMV-­Infektion   die  
Expression  von  HLA-­C*07:02  privilegiert  aufrechterhalten  wird,  damit  die  Erkennung  
von  NK-­Zellen  durch  CMV-­infizierte  Zellen  verhindert  werden  kann.  Hierzu  isolierten  
wir  aus  peripherem  Blut  eines  Normalspenders  CD3-­negative  KIR2DL2/3-­positive  NK-­
Zellen  und  etablierten  daraus  polyklonale  und  monoklonale  NK-­Zell-­Kulturen.  Diese  
NK-­Zellen   waren   nicht   in   der   Lage,   CMV-­infizierte   Fibroblasten   funktionell   zu  
erkennen;;   falls   HLA   oder   KIR2DL2/3   mittels   Antikörpern   blockiert   wurde,   konnte  
jedoch   ein   zytotoxischer   Angriff   der   NK-­Zellen   auf   die   infizierten   Zellen   induziert  
werden.  Dies   ist   ein   erster   Beleg   für   die   genannte  Hypothese:   die   immunevasiven  
Funktionen   von   CMV   haben   sich   dergestalt   entwickelt,   dass   sowohl   die   MHC-­
restringierte   T-­Zellerkennung   als   auch   die   NK-­Zell-­Kontrolle   soweit   als   möglich  
unterbunden  werden;;  dies  erfordert,  dass  die  Expression  bestimmter  MHC-­Moleküle,  
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darunter   HLA-­C*07:02,   nicht   vollständig   unterbunden   wird.   Letzteres   wiederum  
eröffnet  dem  Immunsystem  die  Möglichkeit,  immundominante  und  potentiell  protektive  
HLA-­C*07:02-­restringierte  T-­Zellantworten  auszubilden.  Es  bleibt  nachzuweisen,  dass  
die   betreffende  Epitopspezifität   (CRV/HLA-­C*07:02)   in   gesunden  Virusträgern   oder  
immunsupprimierten  Personen  tatsächlich  eine  protektive  Funktion  ausübt.    
  
  
Vielfältige  Rolle  der  CMV-­Immunevasine  
  
Die  Untersuchung  des  Einflusses  der  vier  zentralen  CMV-­Immunevasine  US2,  US3,  
US6,  und  US11  und  ihrer  Interferenz  mit  der  CD8-­T-­Zellantwort  gegen  infizierte  Zellen  
war  Gegenstand  einer  weiteren  vertiefenden  Arbeit  (Ameres  et  al.,  2014).  In  dieser  
wurden   im  Detail   die  Auswirkungen  der  Expression   jedes   einzelnen  der   vier  CMV-­
Immunevasine   auf   die   Erkennung   CMV-­infizierter   T-­Zellen   durch   CD8-­T-­Zellen  
untersucht.    
  
Herangezogen   für   diese  Untersuchung  wurden  CD8-­T-­Zell-­Klone   gegen   insgesamt  
acht   Epitope   mit   sieben   unterschiedlichen   HLA-­Restriktionen   aus   IE-­1,   und  
vergleichend  CD8-­T-­Zell-­Klone   gegen   vier   Epitope  mit   drei   unterschiedlichen  HLA-­
Restriktionen  aus  pp65.  Insgesamt  erfasst  wurden  drei  HLA-­A-­,  vier  HLA-­B-­  und  zwei  
HLA-­C-­Restriktionen.   Untersucht   wurde   für   jeden   T-­Zellklon   die   Erkennung   von  
infizierten  HLA-­kompatiblen  Fibroblasten,  die  entweder  mit  Interferon-­γ  vorbehandelt  
waren   (um  eine   inflammatorische  Umgebung  zu  simulieren)  oder  nicht,  und  die  mit  
einem   von   sechs   Viren   infiziert   waren   (CMV-­Wildtyp   AD169,   CMV   ohne  
Immunevasine,  CMVs  mit   Expression   je   eines   der  Moleküle  US2,  US3,  US6,   oder  
US11)  oder  nicht  infiziert  waren.  Jeder  Test  wurde  an  vier  Zeitpunkten  durchgeführt  
(Tag   1,   2,   3   und   4   nach   Infektion).   Hieraus   ergaben   sich   12   ×   2   ×   7   ×   4   =   672  
unterschiedliche  T-­Zell-­Reaktionsansätze.    
  
Das  Ergebnis  dieser  umfangreichen  Analyse  war  ein  sehr  umfassender  Überblick  über  
den  Einfluss  der  CD8-­T-­Zell-­Immunevasine  von  CMV  auf  die  Funktion  von  T-­Zellen  
unterschiedlicher   Spezifität   und   HLA-­Restriktion.   Unter   nichtinflammatorischen  
Bedingungen  war   nur  US6,   der   TAP-­Inhibitor,   in   der   Lage,   die   T-­Zellerkennung   zu  
allen  Zeitpunkten  weitgehend  zu  unterdrücken.  Unter  inflammatorischen  Bedingungen  
konnten  einzelne  Immunevasine  nur  bestimmte  T-­Zell-­Spezifitäten  stark  unterdrücken;;  
besonders  deutlich  war  dies  bei  US2  und  US11  im  Kontext  von  HLA-­A*02:01  sowie  
bei  US2   im  Kontext   von  HLA-­A*68:01.  Da   nur   die   beiden   Immunevasine  US2   und  
US11  direkt  mit  dem  HLA-­Molekül  interagieren,  liegt  es  nahe,  hier  anzunehmen,  dass  
die   Evolution   die   Herausbildung   von   CMV-­Immunevasinen   gefördert   hat,   die  
bevorzugt  mit  einem  besonders  häufigen  HLA-­Molekul  der  menschlichen  Population  
interagieren,  nämlich  A*02:01.  Dagegen  war  bei  den  anderen  T-­Zellspezifitäten  keines  
der   vier   Immunevasine   zur   überwiegenden   Unterdrückung   der   funktionellen   T-­
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Zellerkennung   in  der  Lage,   sondern  eine  Kooperation  mehrerer   Immunevasine  war  
nötig,   um   eine   Unterdrückung   der   T-­Zellerkennung   zu   erreichen.   Für   HLA-­B-­
Restriktionen,  darunter  HLA-­B*08:01  und  B*40:01,  hatte  kein  einzelnes  der   Immun-­
evasine   nennenswerte   Auswirkungen   auf   die   T-­Zellerkennung,   ihre   Koexpression  
jedoch   einen   sehr   weitgehenden,   so   dass   man   von   einem   multiplikativen   oder  
synergistischen   Effekt   sprechen  muss.   Die   beiden   getesteten   HLA-­C-­Restriktionen  
verhielten   sich   sehr   unterschiedlich.   Die   T-­Zellerkennung   vermittelt   durch   HLA-­
C*06:02  war  sehr  empfindlich  gegenüber  der  Koexpression  der  vier   Immunevasine,  
nicht   jedoch,  wie  oben  schon  gezeigt  (Ameres  et  al.,  2013),  die  durch  HLA-­C*07:02  
restringierte  T-­Zellerkennung.    
  
Die  Ergebnisse  dieser  Untersuchung  zeigen,  dass  die  Immunevasine  von  CMV  teils  
überlappende,   teils   komplementäre   und   teils   kooperative   Funktionen  wahrnehmen.    
Dies   erscheint   angesichts   der   hochgradigen   Diversität   des   menschlichen   MHC-­I-­
Repertoires   als   eine   plausible   evolutionäre   Strategie   des   Virus.      Die   besondere  
Stellung  von  HLA-­C*07:02  innerhalb  der  bisher  untersuchten  CMV-­Antigenspezifitäten  
trat  klar  hervor,  während  andere  HLA-­Allotypen  wie  HLA-­A*02:01  als  Präsentatoren  
viraler   Antigene   bereits   von   einem   einzigen   viralen   Immunevasin   stark   unterdrückt  
wurden.   Die   allgemeine   Hypothese,   dass   CMV   solche   HLA-­Allotypen   von   einer  
Unterdrückung   verschont,   die   für   eine  Regulierung   antiviraler  NK-­Zellen   vom  Virus  
"benötigt"  werden,  fand  teilweise  Bestätigung,  indem  gezeigt  wurde,  dass  diejenigen  
HLA-­A-­Allotypen,  die  als  NK-­Regulatoren  nicht  in  Frage  kommen,  vom  Virus  stärker  
unterdrückt  wurden  als  andere  HLA-­Allotypen.  Jedoch  zeigt  das  Gegenbeispiel  von  
HLA-­C*06:02,   dass   nicht   alle   HLA-­C-­Moleküle   während   der   viralen   Infektion   in  
gleichem  Maße  als  Antigenpräsentatoren  aufrechterhalten  werden.      
  
Es  wird  daher  notwendig  sein,  insbesondere  die  HLA-­C-­restringierte  T-­Zellerkennung  
gegen  CMV  noch  näher  in  den  Blick  zu  nehmen,  weitere  Epitope  zu  identifizieren  und  
deren   biologisches   Verhalten   zu   untersuchen.   Insbesondere   ist   die   Frage   von  
vertieftem   Interesse,   ob   HLA-­C*07:02   möglicherweise   mit   besonderer   Protektion  
gegen  CMV-­Erkrankungen  assoziiert  ist.  Bislang  ist  dazu  noch  nichts  bekannt.    
  
  
Analyse  der  CD4-­T-­Zellantwort  
  
CD4-­T-­Zellen  gegen  IE-­1  gehörten  zu  den  ersten  CMV-­spezifischen  T-­Zellantworten,  
deren  Existenz  nachgewiesen  wurde  (Alp  et  al.,  1991),  und  sie  spielen  in  der  Summe  
eine  quantitativ  bedeutende  Rolle  innerhalb  der  gesamten  T-­Zellantwort  gegen  CMV  
(Sylwester  et  al.,  2005).   Im  Gegensatz  dazu  war  die  epitopspezifische  Analyse  der  
gegen   IE-­1   gerichteten   CD4-­T-­Zellantwort   lange   schwierig,   und   breiter   angelegte  
Untersuchungen   in  dieser  Richtung   führten  nicht  zu  einer  genaueren  Beschreibung  
dieser  T-­Zellen;;  dies  scheiterte  wohl   insbesondere  an  der  vergleichsweise  geringen  
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Häufigeit  solcher  T-­Zellen  im  peripheren  Blut  (Slezak  et  al.,  2007).  Erst  in  jüngerer  Zeit  
wurden  CD4-­T-­Zellen  gegen  einige  IE-­1-­Epitope  mit  Hilfe  von  Peptid-­MHC-­Multimeren  
im  peripheren  Blut  näher  charakterisiert  (Braendstrup  et  al.,  2014).    
  
Wir  verwandten  daher  das  mini-­EBV-­System  in  Kombination  mit  Einzelzellklonierung  
und   funktioneller   Analyse   der   T-­Zellklone   für   eine   nähere   Charakterisierung   der  
Zusammensetzung  und  Funktion  der  IE-­1-­spezifischen  CD4-­T-­Zellantwort  (Ameres  et  
al.,  2015).  Hierfür  wurden  wie  oben  beschrieben  periphere  Blutzellen  mit  autologen  
IE-­1-­mini-­LCLs   wiederholt   stimuliert,   um   polyklonale   E-­1-­spezifische   T-­Zellinien   zu  
erhalten.  Da  diese  im  Mittel  nur  3%  CD4-­T-­Zellen  enthielten,  war  eine  Anreicherung  
der  CD4-­T-­Zellen  vor  der  Einzelzellklonierung  notwendig.  Aus  den  so  angereicherten  
Fraktionen  konnten  mit  hoher  Ausbeute  IE-­1-­spezifische  CD4-­T-­Zellklone  gewonnen  
werden.  Deren  Epitopspezifität  und  HLA-­Restriktion  wurde  mit  Hilfe  einer  vollständigen  
15mer-­Peptidbibliothek  ermittelt,  die  die  IE-­1-­Sequenz  vollständig  abdeckte.    
  
Auf  diese  Weise  konnte  aus  dem  Material   von  7  CMV-­positiven  Spendern  etwa  27  
(mindestens   21)   unterschiedliche   IE-­1-­Sequenzen   als   Zielepitope   der   CD4-­Antwort  
ermittelt  werden.  Die  exakte  Anzahl  der  Epitope  war  nicht  zweifelsfrei  zu  bestimmen,  
da  zum  Teil  überlappende  Sequenzen  erkannt  wurden,  und  nicht  für  jeden  T-­Zellklon  
das  Minimalepitop  ermittelt  werden  konnte.  Die  CD4-­T-­Zellen  erkannten  IE-­1-­Epitope,  
die  durch  jede  Klasse  von  MHC  Klasse  II  (HLA-­DR,  HLA-­DQ  oder  HLA-­DP)  restringiert  
waren.   HLA-­DQ-­   und  DP-­restringierte  CMV-­spezifische   T-­Zellen  waren   zuvor   noch  
nicht  beschrieben  worden.  In  vielen  Fällen  gelang  auch  die  exakte  Ermittlung  der  HLA-­
Restriktion.   Zu   den   ermittelten   HLA-­Restriktionen   gehörten   HLA-­DRB1*1301,  
DRB1*1501,  DRB5*0101,  DRB3*0101,  DRB3*02   und  DQB1*02,  womit   viele   in   der  
Bevölkerung  besonders  häufigen  HLA-­Allotypen  erfasst  werden  konnten.  Obwohl  die  
7  untersuchten  Spender  sehr  unterschiedlichen  HLA-­Typs  waren,  wies  jeder  von  ihnen  
IE-­1-­spezifische  CD4-­T-­Zellen  auf  (3–7  unterschiedliche  Spezifitäten,  im  Median  5).    
  
Daher   ist  davon  auszugehen,  dass  die  Anwesenheit  von   IE-­1-­spezifischen  T-­Zellen  
ein  universelles  Merkmal  von  CMV-­positiven  Spendern   ist,  und  nicht  nur  wie  bisher  
beschrieben   in   rund   einem  Drittel   der   Spender   vorkommt   (Sylwester   et   al.,   2005).  
Somit   ist   die   Targetierung   von   IE-­1   als   Zielantigen   in   Immuntherapie-­   und  
Vakzinierungsansätzen   sinnvoll,   insbesondere   weil   IE-­1   nach   viraler   Reaktivierung  
Teil   der   ersten   Welle   der   viralen   Genexpression   ist   und   IE-­1-­spezifische   T-­Zellen  
daher  eine  Reaktivierung  unterbinden  könnten,  bevor  neues  Virus  entsteht.  Aktuelle  
Arbeiten   unserer   Gruppe   untersuchen   daher   die   Funktion   dieser   T-­Zellen   näher,  
insbesondere  mit  Hilfe  des  Ansatzes  der  Transduktion  von  T-­Zellrezeptoren.    
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Anwendung  auf  CMV-­seronegative  Spender  mittels  TCR-­Transfer  
  
Eine  wesentliche  Einschränkung  der  T-­Zelltherapie  gegen  CMV  am  Menschen  besteht  
derzeit   darin,   dass   bei   Verwendung   üblicher   Präparationsmethoden   die   CMV-­
spezifischen   T-­Zellen   nur   aus   CMV-­positiven   Spendern   in   praktikabler   Weise  
zugänglich  sind.  Demgegenüber  sind  CMV-­positive  Empfänger  einer  Transplantation,  
die   von   einem   CMV-­negativen   Spender   herrührt,   von   CMV-­Reaktivierungen  
besonders   betroffen   (Grob   et   al.,1987;;   Ljungman   et   al.,   2003)   und   daher   einer  
virusspezifischen  T-­Zelltherapie  besonders  bedürftig.  Es  konnten  zwar  mittels  eines  
komplexen   Protokolls   (unter   Verwendung   autologer   dendritischer   Zellen,   autologer  
LCLs,  und  eines  adenoviralen  Vektors)  aus  Nabelschnurblut  T-­Zellkulturen  hergestellt  
wurden,  die  virale  Peptide  erkannten  (Hanley  et  al.,  2009),  und  solche  T-­Zellen  wurden  
in  zwei  Fällen  bereits  klinisch  eingesetzt  (Hanley  et  al.,  2015),  mit  gewissen  Hinweisen  
auf  eine  mögliche  antivirale  Funktion  in  vivo.  Die  T-­Zellen  erkannten  jedoch  "atypische  
Epitope"   (Hanley  et  al.,   2009),  nicht   jedoch  solche  Epitope,  gegen  die  T-­Zellen  bei  
CMV-­Positiven   üblicherweise   gerichtet   sind.   Es   bleibt   offen,   ob   solche   atypischen  
Epitope  im  Kontext  der  viralen  Infektion  überhaupt  präsentiert  werden.    
  
Daher  hielten  wir  es  für  letztlich  aussichtsreicher,  auf  eine  Redirektion  der  Spezifität  
von   T-­Zellen   seronegativer   Spender   gegen   wohlcharakterisierte   CMV-­Epitope   zu  
setzen.   Zu   diesem   Zweck   analysierten   wir   die   kodierende   Sequenz   des   T-­
Zellrezeptors   (TCR)   von   vier   CMV-­pp65-­spezifischen,   MHC-­I-­restringierten   CD8-­T-­
Zellklonen  dreier  Epitopspezifitäten,  klonierten  die  TCRs  in  retrovirale  Vektoren,  und  
transduzierten   damit   aktivierte   primäre   T-­Zellen   aus   CMV-­seronegativen   Spendern  
(Schub  et  al.,  2009).  Für  besonders  wichtig  im  Hinblick  auf  einen  möglichen  Einsatz  
in  der  Immuntherapie  hielten  wir  ferner  die  Untersuchung,  ob  die  Reaktivität  der  TCR-­
transgenen  T-­Zellen  durch  nachfolgende  Stimulation  mit  Antigen  positiv  oder  negativ  
beeinflusst   wurde;;   derartige   Experimente   waren   zum   Zeitpunkt   unserer   Unter-­
suchungen   mit   TCR-­transduzierten   T-­Zellen,   gleich   welcher   Spezifität,   noch   nicht  
systematisch  durchgeführt  worden.  Wir  verwendeten  daher  das  mini-­LCL-­System  zur  
spezifischen   Expansion   TCR-­transduzierter   T-­Zellen,   und   untersuchten   die  
resultierende   antigenspezifische   Proliferation   und   etwaige   funktionelle   Verände-­
rungen.    
  
Alle   vier  TCRs  konnten   in  primären  T-­Zellen  zur  Expression  gebracht  werden,  was  
auch  durch  Peptid-­MHC-­Multimerfärbung  nachgewiesen  wurde,   und  alle   vier  TCRs  
statteten   die   transduzierten   T-­Zellen  mit   einer   spezifischen  Reaktivität   gegen   pp65  
aus,   so   dass   diese   das   Antigen   pp65   im   Kontext   der   endogenen   Prozessierung  
erkannten  und  dagegen  mit  Zytokinsekretion  und  Zytolyse   reagierten.  Drei   der   vier  
TCRs   erwiesen   sich   als  CD8-­unabhängig,   dergestalt   dass   ihre  Expression   auch   in  
CD8-­negativen,   CD4-­positiven   T-­Zellen   festgestellt   werden   konnte.   Die   antigen-­
spezifische  Stimulation  in  vitro  führte  bei  allen  vier  Spezifitäten  zu  einem  Anstieg  der  
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multimer-­positiven   T-­Zellen.   Zudem   erhöhte   sich   nach   Stimulation   die   Zytokin-­
sekretion  je  multimer-­positive  T-­Zelle,  wenn  sie  mit  spezifischem  Antigen  konfrontiert  
wurde.    
  
Diese  Analyse  zeigte  demnach,  dass  CMV-­spezifische  T-­Zellen  mit  robuster  Funktion  
mittels  TCR-­Transfer  aus  Material  von  CMV-­seronegativen  Spendern  erzeugt  werden  
können.   Eine   Anwendung   für   die   Immuntherapie   im   Transplantationsbereich   bietet  
sich  mithin  für  diesen  Ansatz  an.  Die  adoptive  Immuntherapie  mit  TCR-­transgenen  T-­
Zellen  ist  bisher  vor  allem  bei  Krebserkrankungen  klinisch  erprobt  worden,  beginnend  
mit   dem  malignen  Melanom   und   dem   Antigen  MART-­1   (Morgan   et   al.,   2006)   und  
später   ausgedehnt   auf   TCRs   gegen   die   Tumorantigene  MAGE-­A3   (Morgan   et   al.,  
2013),   NY-­ESO-­1   (Robbins   et   al.,   2015;;   Rapoport   et   al.,   2015)   und   weitere  
Tumorantigene  (Karpanen  et  al.,  2015).  In  der  ersten  Studie  wurde  noch  eine  geringe  
Rate  des  Ansprechens  der  Tumorerkrankung  beobachtet  (Morgan  et  al.,  2006).  Durch  
Verwendung   eines   TCRs  mit   erhöhter   Affinität   gegen   das   Antigen,   der   aus   einem  
transgenen  Maus-­System  gewonnen  und  zusätzlich  affinitätsoptimiert  wurde,  konnte  
die   Ansprechrate   gesteigert   werden,   aber   es   wurden   auch   starke   neurologische  
Nebenwirkungen   verursacht,   die   auf   eine   Expression   von   MAGE-­A12   in  
Nervengewebe  zurückgeführt  werden  konnten  (Morgan  et  al.,  2013).  Demgegenüber  
war  ein  affinitätsoptimierter  TCR  gegen  das  Tumorantigen  NY-­ESO-­1  offenbar  nicht  
toxisch   gegenüber   Normalgewebe,   wohl   wegen   der   spezifischen   Expression   des  
Antigens   im  Tumor   (abgesehen   von  Keimzellen),   und   objektive  Ansprechraten   von  
über   50%   konnten   damit   beim   malignen   Melanom   und   multiplen   Myelom   erreicht  
werden  (Robbins  et  al.,  2015;;  Rapoport  et  al.,  2015).    
  
Bei   der   virusspezifischen   TCR-­transgenen   T-­Zelltherapie   herrscht   im   Vergleich  mit  
diesen   tumorantigenspezifischen   Therapien   noch   ein   gewisser   Entwicklungs-­
rückstand.   Experimente   zum   funktionellen   Gentransfer   CMV-­spezifischer   TCRs,   in  
allen  Fällen  gegen  das  Antigen  pp65,  waren  bereits  vor  unserer  Arbeit  beschrieben  
worden  (van  der  Veken  et  al.,  2006;;  van  Lent  et  al.,  2007;;  Heemskerk  et  al.,  2007).  
Der  mit  unserer  Arbeit  erreichte  Fortschritt  bestand  darin,  dass  zusätzliche  Spezifitäten  
mit   zusätzlichen   HLA-­Restriktionen   erfolgreich   verwendet   wurden;;   dass   ein  
vereinfachtes   Herstellungsprotokoll   präsentiert   wurde,   bei   dem   dank   effizienter  
retroviraler  Transduktion  auf  eine  aufwendige  Sortierung  der  transduzierten  T-­Zellen  
verzichtet   werden   konnte,   und   eine   CMV-­spezifische   Funktion   direkt   in   den  
transduzierten  T-­Zellkulturen  nachgewiesen  werden  konnte;;  und  dass  gezeigt  werden  
konnte,   dass   die   TCR-­transduzierten   T-­Zellen   global   in   der   Lage   waren,   nach  
Antigenstimulation  spezifisch  zu  expandieren  und  ihre  Funktion  dabei  sogar  noch  zu  
steigern.    
  
Leider   hat   bislang   die  CMV-­spezifische   TCR-­transgene   Therapie   noch   keine  weite  
klinische   Verbreitung   erfahren.   Eine   erste   klinische   Studie   zur   Machbarkeit   und  
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Verträglichkeit  TCR-­transgener  CMV-­spezifischer  T-­Zellen  für  Empfänger  einer  HZT  
von  HLA-­identen,  CMV-­negativen  Geschwistern  wurde  in  London  um  das  Jahr  2011  
begonnen;;  sie  wurde  jedoch  nach  Behandlung  von  zwei  Patienten  unterbrochen,  um  
den  Genvektor  neu  zu  produzieren  (Gilham  et  al.,  2015).  Inzwischen  wurde  die  Studie  
vermutlich  wieder  aufgenommen.  Insbesondere  um  Empfängern  einer  HZT  von  CMV-­
negativen   Spendern   einen   ausreichenden   Immunschutz   gegen   CMV   zu   verleihen,  
wäre   es   sehr   wünschenswert,   wenn   auf   diesem   Gebiet   weitere   klinische   Studien  
initiiert  würden.  Ein   interessanter  Ansatz  hierfür  wäre  der  Transfer  von  T-­Zellen  mit  
einer   Spezifität   gegen   das   von   uns   identifizierte,   oben   beschriebene   "privilegierte"  
Epitop  CRV,  das  durch  HLA-­C*07:02  restringiert  ist.    
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5.  EBV-­spezifische  Immunität,  Immunmodulation  und  Immuntherapie  
  
  
EBV-­spezifische  T-­Zelltherapie  bei  PTLD-­Patienten  
  
Die   durch   EBV   verursachte   lymphoproliferative   Erkrankung   nach   Transplantation  
(post-­transplant  lymphoproliferative  disease,  PTLD)  gehört  zu  den  lebensbedrohlichen  
durch   Viren   erzeugten   Komplikationen   nach   allogener   hämatopoetischer   Zelltrans-­
plantation  (allo-­HZT)  oder  solider  Organtransplantation  (Gottschalk  et  al.,  2005).  PTLD  
entsteht  durch  Transformation  normaler  B-­Zellen  durch  EBV-­Infektion,  wodurch  in  den  
B-­Zellen  das   transformierende  EBV-­Latenzprogramm  etabliert  wird,   auch  Latenz   III  
oder  das  "Wachstumsprogramm"  genannt  (Gottschalk  et  al.,  2005;;  Rowe  et  al.,  1992;;  
Thorley-­Lawson   und  Gross,   2004).   Zu   den  Risikofaktoren   für   PTLD   nach   allo-­HZT  
gehören  die  Verwendung  eines  T-­zelldepletierten  Stammzelltransplantats,  der  Einsatz  
T-­zell-­spezifischer   Antikörper   wie   Antithymozytenglobulin   (ATG),   und   ein   geringer  
Grad   der   HLA-­Kompatibilität   zwischen   Spender   und   Empfänger   (Gottschalk   et   al.,  
2005;;   Landgren   et   al.,   2009).   Da   bei   der   HZT   aufgrund   verbesserter   Protokolle  
zunehmend  auf  eine  T-­Zelldepletion  oder  den  Einsatz  T-­zell-­eliminierender  Antikörper  
verzichtet  werden  kann,  selbst  bei  Vorliegen  von  HLA-­Inkompatibilitäten   (Tischer  et  
al.,   2015),   liegt   die   Inzidenz   der   PTLD   mittlerweile   bei   unter   0.2%   bei   den   HZT-­
Patienten;;  sie  steigt  aber  bei  Anwesenheit  von  Risikofaktoren  stark  an  (Landgren  et  
al.,  2009).  Alle  genannten  Risikofaktoren  weisen  auf  eine  wichtige  Rolle  von  T-­Zellen  
bei  der  Verhinderung  der  PTLD  hin.  Daher  ist  eine  Reduktion  der  Immunsuppression,  
falls  mit  dem  sonstigen  Zustand  des  Patienten  vereinbar,  eine  der  ersten  möglichen  
Therapiemaßnahmen  (Heslop,  2009).  Als  weitere  Therapiemaßnahme  bietet  sich  der  
anti-­CD20-­Antikörper  Rituximab  an,  der  zur  präemptiven  Unterdrückung  einer  EBV-­
Reaktivierung  oder  einer  Behandlung  der  PTLD  viel  verwendet  wird.  Die  Ansprechrate  
dieser  Therapie   liegt   bei   50-­100%;;  durch  den  anti-­CD20-­Antikörper  werden  sowohl  
PTLD-­Zellen  als  auch  gesunde  B-­Zellen  für  mehrere  Monate  eliminiert,  was  die  Gefahr  
von  Sekundärinfektionen  nach  sich  ziehen  kann  (Heslop  et  al.,  2009).  Eine  aktuelle  
Studie  (Trappe  et  al.,  2016)  empfiehlt  eine  Stratifizierung  der  Patienten  entsprechend  
dem   initialen  Ansprechen  auf  Rituximab  und  gegebenenfalls  Ergänzung  durch  eine  
Chemotherapie.    
  
Die  adoptive  Immuntherapie  mit  EBV-­spezifischen  T-­Zellen  des  Spenders  bietet  die  
Chance,  eine  Kontrolle  der  EBV-­Erkrankung  ohne  schädliche  Nebenwirkungen  durch  
Wiederherstellung   des   "natürlichen"   Immunschutzes   zu   erreichen.   Frühe   Studien  
nutzten  zur  PTLD-­Therapie  einen  T-­Zell-­Transfer  in  Form  einer  einfachen  Transfusion  
von  Spenderlymphozyten  (Papadopoulous  et  al.,  1994).  Diese  Maßnahme  war  zwar  
gegen   PTLD   effektiv,   führte   aber   zu   einer   hohen   Inzidenz   der   Graft-­versus-­Host-­
Erkrankung  (GvHD).  Daher  wurde  bereits  früh  eine  EBV-­spezifische  T-­Zelltherapie  für  
Prophylaxe  und  Therapie  der  EBV-­PTLD  entwickelt  (Rooney  et  al.,  1995;;  1998).  Als  
Zielantigene   einer   protektiven   T-­Zellantwort   kommen   insbesondere   die   neun   EBV-­
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Proteine  der   Latenz   III   in  Frage,   die   bei  PTLD  nach  allo-­HZT  üblicherweise   in   den  
transformierten   B-­Zellen   exprimiert   sind   (Gottschalk   et   al.,   2005).   In   EBV-­positiven  
gesunden  Spendern  sind  solche  T-­Zellen  in  aller  Regel  in  bedeutenden  Häufigkeiten  
vorhanden  und  in  ihrer  Antigen-­  und  Epitopspezifität  zumindest  teilweise  bekannt  (Tan  
et  al.,  1999;;  Hislop  et  al.,  2007b).  Durch  in-­vitro-­Transformation  von  Spender-­B-­Zellen  
mit  EBV  kann  leicht  eine  Zellinie  (genannt  lymphoblastoide  Zellinie,  LCL)  hergestellt  
werden,   die   in   ihren   biologischen   Eigenschaften   und   ihrer   Expression   von   EBV-­
Antigenen  einer  PTLD  weitgehend  entspricht  und  in  vitro  sehr  effektiv  die  Proliferation  
und  Anreicherung  EBV-­spezifischer  T-­Zellen  fördert  (Rooney  et  al.,  1998).  Daher  war  
diese  LCL-­Stimulationsmethode  für  längere  Zeit  in  klinischem  Gebrauch,  und  von  der  
Houston-­Gruppe   wurden   mit   solchermaßen   generierten   EBV-­spezifischen   T-­Zellen  
weit   über   hundert   Patienten   behandelt   (Heslop   et   al.,   2010).   Obwohl   die   LCL-­
Stimulationsmethode  in  diesen  vielfachen  Anwendungen  klinisch  sicher  und  wirksam  
erschien,   ist   sie   gleichwohl   technisch   aufwendig,   und   insbesondere   ihr   prophylak-­
tischer  Einsatz  ist  durch  die  lange  Herstellungzeit  der  T-­Zellen  von  bis  zu  12  Wochen  
sehr   erschwert.   Daher   entwickelten   wir   eine   beschleunigte   Herstellung   von   EBV-­
spezifischen   T-­Zellen,   und   diese   wurden   therapeutisch   an   Patienten   mit   akuter,  
anderweitig  inkurabler  PTLD  verabreicht  (Moosmann  et  al.,  2010).    
  
Bei  der  Gestaltung  unseres  Herstellungsprotokolls  gingen  wir  von  der  Voraussetzung  
aus,   dass   in  Fällen  manifester,   auf  Rituximab  nicht   schnell   reagierender  PTLD  nur  
kurze   Zeit   bleibt,   um   mit   weiteren   Therapieoptionen   einzugreifen.   Als   schnelle  
Isolationsmethode  bot  sich  die  immunmagnetische  Separation  (magnet-­assisted  cell  
sorting,  MACS)  nach  spezifischer  Stimulation  und  Oberflächeneinfang  von  IFN-­γ  an  
(IFN-­γ   secretion   assay,   oder   IFN-­γ   capture).   Mit   dieser   Methode   hergestellte  
Adenovirus-­spezifische   T-­Zellen   waren   bereits   zuvor   klinisch   eingesetzt   worden  
(Feuchtinger   et   al.,   2006;;   2008).   Für   EBV   stand   jedoch   eine   schnelle   T-­Zell-­
Isolationsmethode  bis  dahin  nicht  zur  Verfügung.  Ein  geeigneter  CliniMACS-­Automat  
der  Firma  Miltenyi  war  im  Hause  verfügbar.  Als  Antigen  für  die  Stimulation  entschieden  
wir   uns   für   eine   eigene   Zusammenstellung   definierter   Peptidepitope,   da   dieses  
Vorgehen   die   beste   Abdeckung   spezifischer   T-­Zellen   aus   unterschiedlichen   EBV-­
Antigenen  zu  versprechen  schien.  Wir  wählten  ein  Sortiment  von  23  Peptiden  aus,  die  
teils  in  der  Literatur  präzise  charakterisiert  worden  waren,  teils  in  eigenen  Vorarbeiten  
als  geeignet  erwiesen  waren,  und  die  im  Gesamtmix  zur  T-­Zellstimulation  eingesetzt  
wurden.   Die   Peptide   stammten   aus   den   fünf   Latenzantigenen,   die   die   stärkste   T-­
Zellantwort   hervorzurufen   pflegen   (EBNA1,   EBNA3A,   EBNA3B,   EBNA3C,   LMP2;;  
Hislop  et  al.,  2007b)  sowie  einer  Auswahl   immundominanter  Antigene  des   lytischen  
Zyklus   von   EBV.   Im   Verlauf   des   Jahres   2007   traten   an   der   Stammzelltrans-­
plantationseinheit   des   Klinikums   Großhadern   sechs   Fälle   von   PTLD   auf,   die   nicht  
unmittelbar   auf   eine   Reduktion   der   Immunsuppression   und   eine   Rituximab-­
Behandlung  ansprachen.  Die  meisten  dieser  Patienten  hatten  zuvor  eine  kombinierte  
T-­zellhaltige/T-­zelldepletierte   HLA-­haploidente   Transplantation   erhalten,   unter  
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Einschluss  eines  CD6-­Depletionsschrittes  (Tischer  et  al.,  2015),  und  waren  in  ihrer  T-­
Zellrekonstitution   demgemäß   sehr   eingeschränkt.   Da   die   HLA-­haploidenten  
Familienspender   gut   verfügbar   waren,   konnten   bei   den   sechs   PTLD-­Fällen   EBV-­
spezifische  T-­Zellen  hergestellt  und  den  Patienten  transfundiert  werden.  Am  besten  
konnte  der  Verlauf  der  Immunrekonstitution  bei  den  Patienten  1  und  2  verfolgt  werden,  
da  beide  Spender  mehrere  HLA-­Allotypen  aufwiesen,  insbesondere  HLA-­A*02:01,  die  
zu  immundominanten  Peptidepitopen  im  verwendeten  Peptidmix  passten  und  für  die  
zudem  MHC-­Peptid-­Multimere  verfügbar  waren.  Bei  beiden  Patienten  ergab  sich   in  
ähnlicher   zeitlicher   Abfolge   nach   Transfer   der   EBV-­spezifischen   T-­Zellen   ein   sehr  
starker  Anstieg  der  EBV-­spezifischen  T-­Zellen   im  peripheren  Blut,  der   jeweils  etwa  
zwei  Wochen  nach  T-­Zelltransfer  ein  Maximum  erreichte;;  zu  diesem  Zeitpunkt  lag  der  
Anteil   der   EBV-­spezifischen   CD8-­T-­Zellen   jeweils   bei   über   20%   der   peripheren  
Blutlymphozyten.  Zugleich  kam  es  zu  einer  Vollremission  der  PTLD;;  eine  solche  wurde  
ebenso   bei   Patient   3   beobachtet,   bei   dem   die   nachweisbare   EBV-­spezifische   T-­
Zellrekonstitution  geringer  war.  Bei  Patient  4,  5,  und  6  fand  der  T-­Zelltransfer   leider  
erst   zu   einem   Zeitpunkt   statt,   als   die   PTLD   bereits   weit   fortgeschritten   war,   eine  
intensivmedizinische   Behandlung   eingeleitet   war   und   ein   Multiorganversagen  
befürchtet  werden  musste;;  diese  drei  Patienten  verstarben.  Patient  1  und  2  sind  heute,  
etwa  zehn  Jahre  nach  der  beschriebenen  Behandlung,  wohlauf.  Der  Nachweis  einer  
Kausalität   zwischen   der   T-­Zelltransfusion   und   der   Elimination   der   EBV-­Erkrankung  
kann   ohne   Kontrollgruppe   und   insbesondere   bei   einer   so   kleinen   Patientengruppe  
sicherlich   nicht   geführt   werden,   eine   kausale   Beziehung   erscheint   aber   immerhin  
möglich  und  auch  vom  zeitlichen  Verlauf  her  plausibel.    
  
Im  Jahr  2017  stellt  sich  die  Situation  der  EBV-­spezifischen  T-­Zelltherapie  wie  folgt  dar.  
Der   therapeutische  Einsatz  EBV-­spezifischer  T-­Zellen  bei  Problemen  der  Reaktivie-­
rung  oder  bei  PTLD  ist  zwar  noch  weit  davon  entfernt,  klinischer  Standard  zu  sein,  und  
klinische   Forschungen   finden   nach   wie   vor   auf   der   Ebene   von   vorwiegend   nicht  
kontrollierten   und   randomisierten   kleineren   Studien   statt.   Jedoch   steht   nun   ein  
größeres  Repertoire  an  vereinfachten  und  beschleunigten  Methoden  zur  Herstellung  
EBV-­spezifischer  T-­Zellen  zur  Verfügung.  Eine  gewisse  Überraschung  war,  dass  die  
im  Gebiet  weiterhin   führende  Gruppe   in  Houston  um  Cliona  Rooney,  Helen  Heslop  
und  Kollegen  in  einem  neueren  Protokoll  dazu  übergegangen  ist,  Peptidgemische  in  
Kurzzeit-­Stimulationsprotokollen   zur   Anreicherung   EBV-­spezifischer   T-­Zellen   zu  
verwenden,   insbesondere   im   Rahmen   eines   multivirus-­spezifischen   Ansatzes  
(Papadopoulou  et  al.,  2014).  Möglicherweise  hat  unsere  Arbeit  zu  dieser  Entscheidung  
mit   beigetragen.   Auch   die   Gruppe   von   Tobias   Feuchtinger   verwendete   die   IFN-­γ-­
Sekretionsmethode,   in   Verbindung  mit   Stimulation  mit   einem  Peptidmix,   in   diesem  
Falle  für  EBNA1,  zur  Herstellung  EBV-­spezifischer  T-­Zellen  zur  Therapie  von  PTLD  
(Icheva  et  al.,  2013).  Nach  wie  vor  sind  die  Resultate  bei  der  Behandlung  von  PTLD  
mittels  EBV-­spezifischer  T-­Zellen  in  der  Regel  gut,  und  Toxizitäten  der  T-­Zelltherapie  
werden   in   der   Regel   nicht   beobachtet,   außer   in   Fällen   einer   bereits   stark  
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fortgeschrittenen  oder  disseminierten  EBV-­Erkrankung  (Khanna  et  al.,  1999;;  Heslop  
et   al.,   2010),   wo   es   zum   Zytokinsturm   und   Tumorlysesyndrom   kommen   kann.   Die  
Erweiterung   auf   Peptide   aus   einer   größeren   Zahl   von   EBV-­Antigenen   dürfte   ein  
möglicher  Weg  sein,  die  Erfolgsrate  noch  weiter  zu  steigern.  Unser  eigener  Ansatz  
wird  in  einer  aktuell   laufenden  Studie  (MULTIVIR-­01,  unpubliziert)    zur  kombinierten  
prophylaktischen   Infusion   von   EBV/CMV-­spezifischen   T-­Zellen   nach   allo-­HZT   in  
modifizierter  Form  vertieft  klinisch  exploriert.  Bei  dieser  von  Armin  Gerbitz  (Erlangen  
und  Berlin)  geleiteten  Studie  werden  je  17  Peptide  aus  EBV  und  CMV  zur  10-­tägigen  
Expansion  von  virusspezifischen  T-­Zellen  verwendet.  Vorläufige  Zwischenergebnisse  
weisen   darauf   hin,   dass   auch   in   dieser   Patientenkohorte   nach   T-­Zelltransfer   ein  
Rückgang   der   viralen   Reaktivierung   beobachtet   wird.   Diese   Studie   verspricht  
besonders  informativ  zu  werden,  da  sie  randomisiert  und  kontrolliert  angelegt  wurde.  
Zudem  ist  auch  eine  besonders  effektive  Wirkung  gegen  eine  Reaktivierung  von  CMV  
und   EBV   im   Rahmen   dieser   Studie   möglich,   da   sie   von   uns   neu   identifizierte,  
möglicherweise  besonders  effektive  T-­Zell-­Epitope  gegen  die  CMV-­Antigene  IE-­1  und  
pp65   (Wiesner   et   al.,   2005;;   Ameres   et   al.,   2013;;   2015)   sowie   von   unseren  
Kooperationspartnern   neu   identifizierte   EBV-­Epitope   gegen   Antigene   des   lytischen  
Zyklus  (Adhikary  et  al.,  2006;;  Milosevic  et  al.,  2006)  mit  einschließt.    
  
  
Angeborene  Immunstimuli  als  Kofaktoren  der  EBV-­Transformation  
  
Der  EBV-­getriebenen  malignen  Transformation  von  B-­Zellen  bei  der  PTLD  entspricht  
die   Transformation   von   B-­Zellen   in   vitro,   bei   der   lymphoblastoide   Zellinien   (LCLs)  
entstehen.  Die  PTLD  ist  somit  eine  maligne  Erkrankung,  die  in  einem  autologen  Modell  
leicht  in  vitro  nachgestellt  werden  kann.  Auch  in  vivo  bei  gesunden  Virusträgern  findet  
man   in   sekundären   lymphoiden   Organen   B-­Zellen,   in   denen   das   transformierende  
Genexpressions-­Programm   (das   Latenz-­III-­Programm)   von   EBV   angeschaltet   ist  
(Joseph  et  al.,  2000),  ebenso  bei  Patienten  mit  infektiöser  Mononukleose  (Kurth  et  al.,  
2000).  Solcherart  infizierte  B-­Zellen  gelten  als  Zwischenstufe  bei  der  Etablierung  der  
EBV-­Latenz   (Thorley-­Lawson   und   Gross,   2004),   und   ihre   Proliferation   mag   zur  
Vermehrung   des   Virus   beitragen.   Nach   dem   Drei-­Signale-­Modell   (Ruprecht   und  
Lanzavecchia,  2006)  müssen  für  die  volle  Aktivierung  und  Proliferationsinduktion  von  
B-­Zellen  drei  Typen  von  Rezeptoren  stimuliert  werden:  der  B-­Zellrezeptor  (Signal  1),  
der  Rezeptor  CD40  (Signal  2)  und  Mustererkennungs-­Rezeptoren  der  angeborenen  
Immunität  (Signal  3),  zum  Beispiel  TLRs  (toll-­like  receptors).  Im  Zuge  der  natürlichen  
B-­Zellregulation   werden   diese   Signale   nur   transient   gegeben.   Demgegenüber  
exprimiert   EBV   in   den   infizierten   B-­Zellen  Moleküle,   die   Signal   1   und   2   konstitutiv  
nachahmen,   nämlich   die   "latenten   Membranproteine"   LMP2A   und   LMP1   (Thorley-­
Lawson  und  Gross,  2004).  Die  mögliche  Herkunft  eines  potentiellen  dritten  Signals  bei  
der  EBV-­Transformation,  das  auch  in  vivo  eine  Rolle  spielen  könnte,  ist  unklar;;  zu  den  
vielen  Möglichkeiten  zählt  die  Erkennung  viraler  RNA  durch  TLR3  (Iwakiri  et  al.,  2009)  
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oder   den   nukleären   Rezeptor   RIG-­I   (Ablasser   et   al.,   2009).   Humane   B-­Zellen  
exprimieren  mehrere  TLRs,  besonders  hoch  jedoch  TLR9  (Hornung  et  al.,  2002),  und  
die  Stimulation  dieses  Rezeptors  mit  unmethylierter  CpG-­DNA  führt  allein  bereits  zu  
einer  B-­Zellaktivierung  (Hartmann  et  al.,  2000),  die  auch  die  Fähigkeit  der  B-­Zellen  zur  
Stimulation   von   T-­Zellen   verstärkt   (Wagner   et   al.,   2004).   Daher   bestand   ein  
mehrfaches  Interesse  daran,  zu  untersuchen,  wie  TLR-­Agonisten  die  Infektion  von  B-­
Zellen  mit  EBV  beeinflussen:  zum  besseren  Verständnis  der  EBV-­Pathogenese,  und  
um  die  technische  Nutzung  von  EBV-­Vektorsystemen  für   immunologische  Analysen  
auf   zwei  Ebenen  zu   verbessern,   nämlich  der  Generierungseffizienz   von  B-­Zellinien  
und  der  Optimierung  ihrer  stimulatorischen  Potenz  gegenüber  T-­Zellen.    
  
Wir   untersuchten   daher   den   Einfluss   verschiedener   TLR-­Agonisten   auf   die  
Transformation   humaner   peripherer   B-­Zellen   in   vitro   (Iskra   et   al.,   2010).   Zu   den  
getesteten  TLR-­Agonisten  gehörten  solche  für  die  TLRs  2,  4,  7  und  9.  Im  Einklang  mit  
der   hohen   Expression   von   TLR9   in   B-­Zellen   und   der   früher   beschriebenen  
prominenten  Rolle  von  TLR9  bei  der  B-­Zellaktivierung  wurde  ein  besonders  starker  
Effekt  eines  TLR9-­Agonisten  (CpG-­DNA-­Oligo  ODN2006,  Hartmann  et  al.,  2000)  auf  
die   EBV-­Transformation   von   B-­Zellen   festgestellt.   In   Anwesenheit   des   TLR9-­
Agonisten   stieg   die   Ausbeute   an   lymphoblastoiden,   EBV-­transformierten   B-­Zellen  
nach  sieben  Tagen  Infektion  auf  das  3–5fache.  Bei  einer  Präaktivierung  von  B-­Zellen  
mit  CpG-­DNA  vor  der  EBV-­Infektion  konnten  sogar  noch  weit  höhere  Steigerungen  
beobachtet   werden,   ebenso   wenn   tonsilläre   anstelle   von   peripheren   B-­Zellen  
herangezogen  wurden.  Auch  Agonisten  von  TLR2  und  TLR7  unterstützen  die  EBV-­
vermittelte   B-­Zelltransformation,   wenn   auch   in   geringerem   Maße.   Gereinigte   S.  
aureus-­Bakterien  hatten  einen  ähnlich  EBV-­unterstützenden  Effekt  wie  CpG-­DNA.    
  
Unsere   Ergebnisse   führten   uns   zu   der   Hypothese,   dass  mikrobielle   Koinfektionen,  
etwa   bakterielle   Infektionen   im   tonsillären   Bereich,   zu   einer   Verstärkung   der   EBV-­
vermittelten   B-­Zellaktivierung   im  Menschen   beitragen   könnten,   etwa   bei   infektiöser  
Mononukleose.   Nach   wie   vor   ist   nämlich   nicht   bekannt,   worauf   die   gesteigerte  
Empfindlichkeit  älterer  Personen  gegenüber  einer  primären  EBV-­Infektion  beruht,  die  
zu   dem   oft   belastenden   und   bisweilen   protrahierten   Krankheitsbild   der   infektiösen  
Mononukleose   (IM)   führt   (Tattevin   et   al.,   2006;;   Luzuriaga   und   Sullivan,   2010;;  
Vouloumanou  et  al.,  2012).  Klar   ist,  dass  es  bei   IM  zu  einer   fulminanten  Expansion  
EBV-­spezifischer   CD8-­T-­Zellen   in   der   Peripherie   kommt   (Callan   et   al.,   1998),  
verbunden   mit   weiteren   transienten   Veränderungen   des   peripheren   Immunzell-­
repertoires   (Panikkar   et   al.,   2015).  Das  Krankheitsbild   der   IM   könnte   demnach   vor  
allem   auf   eine   überschießende   Immunantwort   zurückzuführen   sein,   deren  
prädisponierende   Faktoren   allerdings   nicht   geklärt   sind.   Verschiedene   bakterielle  
Koinfektionen,   die   bei   der   mit   IM   einhergehenden   Tonsillitis   beobachtet   werden  
(Stenfors  und  Raisanen,  1993;;  Brook,  2005),  könnten  hier  eine  Rolle  spielen.  Auch  die  
Rolle   bakterieller   Koinfektionen   bei   der   PTLD   dürfte   eine   vertiefte   Untersuchung  
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verdienen.  Ebenso  könnte  die  hypomethylierte  DNA  des  EBV-­Genoms  selbst   in  B-­
Zellen  TLR9  aktivieren,  was  zur  Effizienz  der  Infektion  beitragen  könnte.    
  
  
Ein  CD8-­T-­Zell-­Immunevasin  der  latenten  Phase  von  EBV  
  
EBV-­transformierte  B-­Zellen  nehmen,  analog  zu  auf  physiologische  Weise  aktivierten  
B-­Zellen,   deren   Programm   sie   nachahmen   (Thorley-­Lawson,   2001),   einen   stark  
immunstimulatorischen   Phänotyp   an   (Wroblewski   et   al.,   2002),   der   auch   ihre  
Eigenschaft  erklärt,  verschiedene  Typen  von  T-­Zellen  effektiv  zu  aktivieren  (Bhaduri-­
McIntosh  et  al.,  2008).  Es  verwundert  nicht,  dass  EBV  als  komplexes  immunogenes  
Virus   ebenso  wie  CMV   (siehe   oben)   eigene  Mechanismen   entwickelt   hat,   um  eine  
antivirale  T-­Zellantwort  einzudämmen  und  eine  Etablierung  der  EBV-­Infektion  im  Wirt  
zu  ermöglichen.  Als  erstes  EBV-­Immunevasin,  das  die  spezifische  T-­Zellerkennung  
infizierter  Zellen  beeinträchtigt,  wurde  der  TAP-­Inhibitor  BNLF2a  identifiziert  (BamHI  
N   fragment,   leftward   frame  2a;;  Hislop  et  al.,  2007a).  Später   folgte  die   Identifikation  
weiterer   immunmodulatorischer   EBV-­Proteine  mit   Einfluss   auf   die   T-­Zellerkennung  
(Ressing  et  al.,  2015).  Dabei   fiel  auf,  dass  alle  diese  Proteine  zum  lytischen  Zyklus  
von  EBV  gehörten,  während  die  immunmodulatorischen  Funktionen  von  Proteinen  der  
Latenz  zunächst  unbekannt  blieben.  Wegen  ihrer  potentiell  großen  Bedeutung  auch  
für   das   Verständnis   der   Entstehung   von   EBV-­assoziierten   Tumorerkrankungen  
widmeten  wir  uns  daher  der  Frage,  ob  EBV-­Proteine  in  der  Latenz  die  T-­Zellerkennung  
beeinflussen.  Da  das  "latente  Membranprotein"  LMP2A  in  verschiedenen  Latenzmodi  
von  EBV  exprimiert  ist,  einschließlich  der  Latenz  III  (Thorley-­Lawson,  2001),  anderer-­
seits  aber  für  das  Wachstum  etablierter  transformierter  B-­Zellen  weitgehend  entbehr-­
lich  zu  sein  scheint  (Longnecker  et  al.,  1992;;  Brielmeier  et  al.,  1996),  machte  dies  eine  
andere,  möglicherweise  immunologische  Funktion  dieses  Proteins  noch  wahrschein-­
licher.  Weitere  Hinweise  auf  eine  solche  Funktion  gaben  Genexpressionsanalysen,  die  
einen  dämpfenden  Effekt  von  LMP2A  auf  die  Expression  von  Genen  der  Kategorie  
Immunität/Inflammation   zeigten   (Portis   et   al.,   2003).   Bereits   etablierte   LMP2A-­
deletierte   Virusmutanten   (Mancao   und   Hammerschmidt,   2007)   erlaubten   die  
experimentelle   Untersuchung   der   Frage   anhand   von   autologen   EBV-­infizierten   B-­
Zellen  und  spezifischen  T-­Zellen  verschiedener  Spender.    
    
Zur  Untersuchung  dieser  Frage  (Rancan  et  al.,  2015)  etablierten  wir  LMP2A-­deletierte  
LCLs   einer   Reihe   gesunder   Spender   unterschiedlicher   HLA-­Typen   sowie   EBV-­
spezifische  T-­Zellklone   unterschiedlicher  Antigenspezifität   und  HLA-­Restriktion.  Die  
Etablierung  LMP2A-­deletierter  LCLs  wurde  durch  exogene  CD40-­Stimulation  während  
der  ersten  Phase  der  Infektion  unterstützt;;  bei  Verwendung  dieser  Methode  ergab  sich  
kein  Unterschied  zwischen  der  Transformationseffizienz  von  komplettem  und  LMP2A-­
deletiertem  EBV,  und  die  daraus  entstehenden  B-­Zellinien  waren  nicht  abhängig  von  
einer  CD40-­Stimulation.   Im  Einklang  mit   unserer  Arbeitshypothese   fanden  wir   eine  
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stark   erhöhte   CD8-­T-­Zellreaktivität   gegen   LMP2A-­deletierte   LCLs   im   Vergleich  mit  
Wildtyp-­EBV-­LCLs.   Dies   galt   in   sehr   allgemeingültiger   Weise   für   CD8-­T-­Zellen  
unterschiedlicher   Antigenspezifität   und   HLA-­Restriktionen.   Mehrere   Mechanismen  
waren  dafür  verantwortlich.  In  LMP2A-­deletierten  LCLs  war  die  Expression  bestimmter  
T-­Zellantigene  erhöht,  insbesondere  die  von  EBNA1;;  erhöht  war  die  Expression  von  
MHC-­I-­Molekülen,  allerdings  nur  in  recht  geringem  Ausmaß;;  und  deutlich  erhöht  war  
die  Expression   zweier   agonistischer   Liganden   des  Rezeptors  NKG2D,   nämlich   der  
Moleküle  MICA   und  ULBP4.   Die   Rolle   von   NKG2D   bei   diesem  Effekt   von   LMP2A  
konnte  in  T-­Zellexperimenten  mit  inhibitorischen  Antikörpern  bestätigt  werden.    
  
Diese  Resultate   zeigten,   dass   LMP2A   ein   generell   wirksames   Immunevasin   in   der  
latenten  Phase   von  EBV   ist,   das  erste,   das  bislang  beschrieben  wurde.  Zuvor  war  
bereits   gezeigt   worden,   dass   EBNA1   und   LMP1   Funktionen   aufweisen,   die   die   T-­
Zellerkennung  hemmen  (Levitskaya  et  al.,  1995;;  Smith  et  al.,  2009);;  diese  Funktionen  
sind   aber   ausschließlich   in   cis   wirksam   und   beeinflussen   nicht   die   Präsentation  
anderer   Antigene.   LMP2A   ist   nicht   nur   in   der   Latenz   III,   sondern   auch   im  
Latenzprogramm  II  exprimiert,  das  auch  in  Krebserkrankungen  wie  dem  Nasopharynx-­
karzinom   und   dem   EBV-­assoziierten   Hodgkin-­Lymphom   vorliegt.   Somit   könnte  
LMP2A   auch   bei   diesen   Krebserkrankungen   die   T-­Zellkontrolle   des   Tumors  
unterlaufen.  Weitere  Untersuchungen  sind  notwendig,  um  die  Rolle  von  LMP2A  in  der  
Immunevasion  von  EBV  noch  umfassender  zu  verstehen.    
    
In  jüngster  Zeit  ist  deutlich  geworden,  dass  nicht  nur  EBV-­Proteine,  sondern  auch  von  
EBV  kodierten  mikro-­RNAs  (miRNAs)  die  Erkennung  infizierter  Zellen  durch  T-­Zellen  
reduzieren,  mithin  Immunevasine  sind  (Albanese  et  al.,  2016;;  Tagawa  et  al.,  2016).  
Durch  direktes  Targeting  entsprechender  mRNAs  reduzieren  EBV-­kodierte  miRNAs  
insbesondere  die  Expression  des  Peptidtransporters  TAP  und  des  Zytokins  IL-­12.  Zum  
Teil   sind   die   miRNAs   von   EBV   auch   in   der   Latenz   III   exprimiert,   wenn   auch   in  
geringerem  Ausmaß  als  in  der  frühen  Infektionsphase  von  B-­Zellen  (Seto  et  al.,  2010),  
und  daher  dürften   sie  auch  eine  Rolle   bei   der  Verminderung  der   immunologischen  
Kontrolle  der  PTLD  und  möglicherweise  weiterer  EBV-­assoziierter  Krebserkrankungen  
spielen.    
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6.  Die  T-­Zellantwort  gegen  HHV-­6  
  
Wie  EBV  und  CMV  ist  auch  HHV-­6  ein  verbreitetes  Pathogen  bei  Immunsupprimierten  
und   im  besonderen  nach  allogener  Stammzelltransplantation  (allo-­HZT).  Es  handelt  
sich   dabei   fast   immer   um   HHV-­6B,   die   am   weitesten   verbreitete   Spezies   dieser  
Gruppe  (Zerr  et  al.,  2012).  Von  einer  HHV-­6-­Reaktivierung  nach  allo-­HZT  ist  oft  das  
Nervensystem   betroffen   (Hill   und   Zerr,   2014),   es   können   aber   auch   andersartige  
Komplikationen  auftreten,  wie  Gastroenteritis  und  Pneumonitis  (Tischer  et  al.,  2015).    
HHV-­6-­Reaktivierung   ist   auch   mit   verschlechtertem   Engraftment   und   verringertem  
Gesamtüberleben   assoziiert   (Zerr   et   al.,   2005).   Die   Behandlung   mit   antiviralen  
Medikamenten  wie  Foscarnet  kann  schwere  virale  Komplkationen  verhindern,  jedoch  
nur  in  rund  der  Hälfte  der  Patienten  (Ogata  et  al.,  2013;;  Hill  und  Zerr,  2014),  und  die  
Nebenwirkungen   dieser   Therapie   sind   bedeutend.   Die   Entwicklung   einer   T-­Zell-­
therapie  erscheint  daher  wünschenswert.    
  
  
Identifikation  von  HHV-­6-­spezifischen  CD8-­T-­Zellen  
  
Zu  Beginn  unserer  Forschungen  auf  diesem  Gebiet  waren  zwar   lymphoproliferative  
Antworten   gegen   HHV-­6   beschrieben   worden,   sowohl   bei   gesunden   Spendern  
(Yakushijin  et  al.,  1991,  1992;;  Yasukawa  et  al.,  1993)  als  auch  bei  allo-­HZT-­Patienten  
(Wang  et  al.,  1999,  2002).  Es  waren  jedoch  nicht  die  Antigene  bekannt,  die  von  HHV-­
6-­spezifischen  CD4-­T-­Zellen  erkannt  werden.  Von  HHV-­6-­spezifischen  CD8-­T-­Zellen  
war   nicht   einmal   bekannt,   ob   diese   existieren.   Zwischenzeitlich   wurde   HHV-­6   als  
immunsuppressives   Virus   eingeschätzt   (Lusso   et   al.,   2006).   Diese   Einschätzung  
wurde  aus  vielleicht  nicht  sehr  überraschenden  Beobachtungen  abgeleitet,  dass  die  
von   HHV-­6   infizierten   T-­Zellen   funktionell   beeinträchtigt   sind   (Lusso   et   al.,   1991;;  
Horvat   et   al.,   1993;;   Flamand   et   al.,   1995),   und   daraus,   dass  HHV-­6-­Reaktivierung  
nach   allo-­HZT   assoziiert   war   mit   Lymphopenie   (Wang   et   al.,   1999)   und   CMV-­
Reaktivierung   (Wang   et   al.,   2002).   Diese   Ableitung   ist   jedoch   nicht   unbedingt  
stichhaltig,  da  die  Kausalität  ebenso  oder  noch  wahrscheinlicher  umgekehrt  verlaufen  
könnte:  die  Lymphopenie  könnte  mit  einem  reduzierten  T-­Zellschutz  gegen  HHV-­6  und  
andere  Viren  einhergehen  und  daher   jeweils  ursächlich   für  die  virale  Reaktivierung  
sein  (Tormo  et  al.,  2010).  Die  Idee  eines  "immunsuppressiven"  HHV-­6  ließ  es  möglich  
erscheinen,   dass   die   T-­Zellantwort   gegen   HHV-­6   von   den   ansonsten   für   humane  
Herpesviren  gültigen  Paradigmen  abweicht.  Demgegenüber  stellten  wir  die  Hypothese  
auf,  dass  HHV-­6-­antigenspezifische  CD8-­T-­Zellen  existieren  und  antivirale  Funktionen  
aufweisen,  und  überprüften  diese  Hypothese  in  vitro.    
    
Zu  diesem  Zweck  identifizierten  und  testeten  wir  12  mögliche  Epitopkandidaten  einer  
HLA-­A*02:01-­restringierten   CD8-­T-­Zellantwort   aus   drei   Antigenen   von   HHV-­6B  
(Martin  et  al.,  2012).  Da  keine  anderweitige  Information  vorlag,  welche  der  rund  100  
 33  
Proteine   von   HHV-­6   als   Zielantigene   einer   CD8-­T-­Zellantwort   in   Frage   kommen  
könnten,  wurden  Sequenz-­  oder  Funktionshomologe  von  Antigenen  ausgewählt,  die  
bei   CMV-­Infektion   starke   T-­Zellantworten   auf   sich   ziehen.   Die   entsprechenden  
Antigene   waren   UL11   und   U54   (Strukturproteine   von   HHV-­6)   und   U90   (major  
immediate  early  protein).  Zur  Expansion  möglicher  HHV-­6B-­spezifischer  CD8-­T-­Zellen  
aus  dem  peripheren  Blut  benützten  wir  peptidbeladene  autologe  CD40-­aktivierte  B-­
Zellen.   Expandierte   T-­Zellinien   wurden   einzelzellkloniert,   um   anhand   von   T-­Zell-­
Klonen  eine  präzise  Analyse  der  virusspezifischen  Funktion  sicherzustellen.  Zudem  
wurde  ein  Testsystem  entwickelt,  bei  dem  primäre  autologe  CD4-­T-­Zellen  isoliert  und  
mit  dem  Virus  infiziert  werden  und  dann  als  Zielzellen  in  einer  T-­Zellreaktion  dienen,  
die  in  verschiedener  Weise  durchgeführt  werden  kann,  als  Zytotoxizitäts-­Test  oder  als  
Zytoxinfreisetzungs-­Test.  Es  gelang  uns  die  Herstellung  von  spezifischen  T-­Zellklonen  
gegen  fünf  der  zwölf  Kandidaten.  Für  drei  der  Kandidaten  konnten  wir  zeigen,  dass  
entsprechende   CD8-­T-­Zellklone   nicht   nur   das   dargebotene   synthetische   Peptid,  
sondern   auch   HHV-­6-­infizierte   Zellen   erkannten,   diese   lysierten   und   mit   Zytokin-­
freisetzung  reagierten.  Somit  sind  gegen  das  Virus  wirksame  CD8-­T-­Zellen  Teil  des  
natürlichen  Immunrepertoires  gesunder  HHV-­6-­Träger.  Solche  T-­Zellen  erkennen  die  
viralen  Strukturproteine  U11  und  U54.    
  
Diese  Arbeit  zeigte  somit  erstmals  die  Existenz,  Funktion  und  Antigenspezifität  von  
HHV-­6-­spezifischen  CD8-­T-­Zellen.  In  einer  zeitgleich  erschienenen  Arbeit  wurden  von  
anderer  Seite  die  ersten  Antigene  und  Epitope  der  CD4-­T-­Zellantwort  (Nastke  et  al.,  
2012)   ermittelt,   und   kurze   Zeit   später   wurde   in   Houston   bestätigt,   dass   HHV-­6-­
spezifische  CD8-­T-­Zellen  Teil  des  Immunrepertoires  sind  (Gerdemann  et  al.,  2013).  
Letztere   Arbeit   benützte   allerdings   einen   ungewöhnlichen   Test   zum   Nachweis   der  
Erkennung  infizierter  Zellen,  nämlich  HHV-­6-­infizierte  Monozyten,  obgleich  von  einem  
solchen  natürlichen  Tropismus  von  HHV-­6  nichts  bekannt  ist.    
  
Gleichwohl  war  damit  die  Existenz  und  Zugänglichkeit  eines  HHV-­6-­spezifischen  CD8-­  
und   CD4-­T-­Zellrepertoires   etabliert,   und   von   der   Houston-­Gruppe   wurden   diese  
Resultate      verdienstvollerweise  sehr  schnell   in  eine  erste  klinische  Anwendung  der  
adoptiven  T-­Zelltherapie  umgesetzt   (Papadopoulou  et   al.,   2014).  Weitere  Analysen  
anderer   bestätigten   zudem  die  Anwesenheit   und  Funktion   von  HHV-­6-­spezifischen  
CD8-­T-­Zellen  (Iampetro  et  al.,  2014;;  Halawi  et  al.,  2015).    
  
Publizierte   Studien   der   HHV-­6-­spezifischen   CD8-­T-­Zellantwort   sind   gleichwohl   bis  
dato   auf   eine   kleine   Zahl   von   Antigenen   beschränkt   geblieben,   und   die   bis   dato  
beobachteten  Häufigkeiten  ex  vivo  sind  durchweg  niedrig   (Becerra  et  al.,   2014).   In  
noch  unpublizierten  Arbeiten  (Martin  et  al.)  haben  wir  daher  eine  Querschnittsanalyse  
der  T-­Zellantwort  gegen  rund  300  Epitopkandidaten  aus  den  meisten  Proteinen  des  
viralen  Proteoms  durchgeführt.  Diese  Analyse  identifizierte  16  Epitope  in  10  weiteren  
Proteinen,   die   von   CD8-­T-­Zellen   im   Kontext   der   Infektion   erkannt   wurden.   Virale  
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Proteine   unterschiedlicher   kinetischer   Stadien   und   funktioneller   Klassen   sind   also  
einer   HHV-­6-­spezifischen   T-­Zellantwort   zugänglich.   Zudem   identifizierten   wir   das  
erste   Epitop,   das   zu   T-­Zellantworten   führt,   deren  Häufigkeit   eine   regelmäßige   und  
robuste  ex-­vivo-­Detektion  mittels  Peptid-­MHC-­Multimeren  gestattet.  Diese  Analysen  
werden   zur   Zeit   auf   Patienten   nach   allo-­SZT   ausgedehnt,   um   näheres   über   den  
Zusammenhang   zwischen   T-­Zellantwort   und   Kontrolle   der   Infektion   bei   immun-­
supprimierten   Patienten   in   Erfahrung   zu   bringen   und   die   Grundlage   für   eine   ent-­
sprechende  Therapie  mittels  Transfer  von  HHV-­6-­spezifischen  T-­Zellen  zu  schaffen.    
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7.  Techniken  und  Werkzeuge  zur  T-­Zellanalyse  
  
CD40-­aktivierte  B-­Zellen  proliferieren  unbegrenzt    
  
Ein   gemeinsamer   Aspekt   der   meisten   Arbeiten   im   Rahmen   dieses   Habilitations-­
projekts   ist   die   Analyse   und   technische   Ausnutzung   der   Interaktion   humaner  
spezifischer   T-­Zellen  mit   aktivierten   B-­Zellen,   die   als   antigenpräsentierende   Zellen  
(APC)  fungieren.  Für  EBV  stellt  dies  zugleich  das  vielleicht  wichtigste  und  repräsen-­
tativste  Modell  für  relevante  Virus-­Wirts-­Interaktionen  dar,  da  EBV  in  B-­Zellen  latent  
im  Körper   residiert,   sich   durch  Proliferation   aktivierter  EBV-­transformierter  B-­Zellen  
vermehrt,  aus  B-­Zellen  reaktiviert  und  lytisch  freigesetzt  wird,  und  somit  die  Interaktion  
von   T-­Zellen   mit   unterschiedlichen   Typen   EBV-­infizierter   B-­Zellen   der   wichtigste  
Aspekt   der   virusspezifischen   Immunkontrolle   sein   dürfte   (Thorley-­Lawson,   2001;;  
Küppers,   2003;;   Hislop   et   al.,   2007b;;   Rickinson   et   al.,   2014).   Auch   über   das   EBV-­
Modell  hinaus  sind  aktivierte  B-­Zellen  ein  wichtiger  Typ  professioneller  APCs,  selbst  
wenn  sie  in  dieser  Hinsicht  nicht  die  volle  funktionelle  Kompetenz  dendritischer  Zellen  
erreichen  (Cassell  und  Schwartz,  1994).  Aktivierte  B-­Zellen  tragen  zur  Hervorbringung  
einer   verstärkten   T-­Zellantwort   bei   (Hayglass   et   al.,   1986;;   Janeway   et   al.,   1987;;  
Kleindienst  und  Brocker,  2005;;  Kroeger  et  al.,  2013),  sei  es  eine  antiinfektiöse  oder  
eine  Autoimmunantwort.    
  
Zur   detaillierten   Analyse   humaner   antigenspezifischer   T-­Zellantworten   ist   in   vielen  
Fällen  die  Verfügbarkeit  einer  humanen,  wenn  möglich  autologen  professionellen  APC  
Bedingung.   Nicht   immer   eignen   sich   hier   EBV-­transformierte   B-­Zellen,   besonders  
wegen   der   zuweilen   störenden   Expression   von   EBV-­Antigenen.   Daher   wurde   von  
Banchereau  und  Kollegen  ein  System  entwickelt,  bei  dem  humane  B-­Zellen  in  vitro  mit  
zelloberflächenständigem   anti-­CD40-­Antikörper   oder   CD40-­Ligand   (CD40L)   in  
Gegenwart  von  Zytokinen  stimuliert  werden  (Banchereau  et  al,  1991;;  Garrone  et  al.,  
1995).   Die   entstehenden   aktivierten   B-­Zellkulturen   sind   frei   von   Fremdantigen   und  
können   effektiv   T-­Zellen   antigenspezifisch   aktivieren;;   allerdings   war   festgestellt  
worden,   dass   solche   Kulturen   nur   vorübergehend   in   Kultur   stabil   proliferierten  
(Schultze   et   al.,   1997;;   von   Bergwelt-­Baildon   et   al.,   2002),   was   die   Verfügbarkeit  
solcher   Zellen   und   die   Möglichkeiten   ihrer   experimentellen   Nutzung   natürlich  
wesentlich   einschränkte.   Wir   optimierten   daher   die   Kultivierung   humaner   B-­Zellen  
mittels   des   CD40L-­Stimulationssystems.   Unsere   optimierte   Methode   der   B-­
Zellkultivierung  nutzten  wir  erstmals  zur  Vermehrung  sehr  seltener  T-­Zellen  gegen  ein  
Antigen  des  humanen  Papillomvirus  (Zentz  et  al.,  2007).  Parallel  beschrieben  wir  die  
Funktionsweise  unseres  Kultivierungssystems  und  die  Eigenschaften  der  betreffenden  
B-­Zellen  (Wiesner  et  al,  2008).    
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Die   Grundlage   für   das   verbesserte   Kultursystem   für   CD40-­aktivierte   B-­Zellen  
(Wiesner  et  al.,  2008)  war  unsere  Beobachtung,  dass  die  Qualität  und  Wachstums-­
fähigkeit   der   B-­Zellkulturen   entscheidend   von   der   initialen   Gesamtzellzahl   abhing,  
während   es   nicht   entscheidend   war,   ob   die   primären   B-­Zellen   vor   Kultivierung  
aufgereinigt  werden.  Im  übrigen  wurden  die  B-­Zellen  analog  zu  früher  beschriebenen  
Protokollen  (Garrone  et  al.,  1995)  regelmäßig  mit  CD40L-­exprimierenden  Stimulator-­
zellen  und  Interleukin-­4  stimuliert  und  zudem  die  T-­Zellaktivierung  mit  Cyclosporin  A  
gehemmt.   In   Kulturen,   die   zu   Beginn   eine   zu   hohe   absolute   Zahl   von   T-­Zellen  
enthielten,  wurde  trotz  Anwesenheit  des  T-­Zell-­Hemmers  eine  parallele  Vermehrung  
von   T-­Zellen   und   B-­Zellen   beobachtet,   und   solche   Kulturen   stellten   nach   einigen  
Wochen  ihre  Vermehrung  ein;;  das  Phänomen  erinnert  an  die  durch  T-­Zellen  bewirkte  
Regression   EBV-­infizierter   B-­Zellkulturen   (Gudgeon   et   al.,   2005).   Als   wirksamste  
Methode  zur  Verhinderung  dieser  Regression  stellte  sich  eine  einfache  Zelltitration  zur  
Reduktion   der   initialen   Gesamtzahl   mononukleärer   Blutzellen   (PBMCs)   je   Kultur  
heraus.   Überraschenderweise   stellten   sich   die   auf   diese   Weise   generierten   B-­
Zellkulturen,  die  nach  kurzer  Kultivierung  frei  von  jeglichen  kontaminierenden  T-­Zellen  
wurden,  als  beispiellos  langlebig  heraus;;  in  den  meisten  Fällen,  in  denen  dies  versucht  
wurde,   konnten   sie   mehrere   Jahre   kontinuierlich   kultiviert   werden,   was   über   350  
Zellteilungen   entspricht,   und   es   wurde   kein   Kultur-­Endpunkt   erreicht.   Der   normale  
Karyotyp  der  Zellen  blieb  dabei  oft  erhalten,  was  zeigt,  dass  für  diese  extrem  lange  
Kultivierung  offenbar  keine  Sekundärmutationen  erforderlich  sind.  Die  erreichte  Zahl  
an   Proliferationen   lag   weit   oberhalb   der   Hayflick-­Grenze,   die   am   Beispiel   von  
Fibroblasten   die   maximal   erreichbare   Zahl   der   Zellteilungen   humaner   diploider  
nichtmaligner  Zellen  in  Kultur  beschreibt  (Hayflick,  1965).    
  
Um   diese   Beobachtungen   näher   erklären   zu   können,   untersuchten   wir   die  
Telomerlänge  und  Telomeraseaktivität  der  CD40-­aktivierten  B-­Zellen.  Im  Gegensatz  
zu   EBV-­transformierten   B-­Zellen   wiesen   die   CD40-­aktivierten   B-­Zellen   eine   starke  
Telomeraseaktivität   auf,   die   bei   einer   untersuchten   B-­Zellinie   sogar   zu   einer  
Verlängerung   der   ursprünglichen   Telomerlänge   führte;;   eine   Verlängerung   der  
Telomere  humaner  B-­Zellen  nach  Aktivierung   in  vivo  oder   in  vitro  war  zuvor  bereits  
beschrieben  werden   (Weng  et  al.,   1997;;  Martens  et  al.,   2002).  Unsere  Arbeit   zeigt  
somit,   dass   die   besonders   ausgeprägte   natürliche   Fähigkeit   von   B-­Zellen,   ihre  
Telomere   aufrechtzuerhalten,   für   ein   Kultursystem   genutzt   werden   kann,   bei   dem  
normale  humane  B-­Zellen  ohne  die  Notwendigkeit  einer  genetischen  Modifikation  nur  
durch   exogene   Stimuli   permanent   vermehrt   werden   können.   Dieses   Phänomen  
bezeichneten   wir   als   konditionale   Immortalisierung.   In   einem   Anwendungsbeispiel  
zeigten   wir   ferner   die   Fähigkeit   von   solchermaßen   kultivierten   B-­Zellen,   naive   und  
Gedächtnis-­T-­Zellen  zu  aktivieren  und  vermehren.    
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CD40-­aktivierte  B-­Zellen  als  potente  Stimulatoren  seltener  T-­Zellen  
  
In  einer  weiteren  Arbeit  (Zentz  et  al.,  2007)  präsentierten  wir  ein  Anwendungsbeispiel  
der  Expansion  seltener,  ex  vivo  nicht  detektierbarer  antigenspezifischer  T-­Zellpopula-­
tionen  mittels  des  CD40-­B-­Zell-­Systems.  Als  Antigen  wurde  das  am  häufigsten  unter-­
suchte  CD8-­T-­Zellepitop  eines  onkogenen  humanen  Papillomvirus  (HPV)  ausgewählt,  
nämlich  das  HLA-­A*02:01-­restringierte  T-­Zell-­Epitop  YMLDLQPETT  (YML)  aus  dem  
E7-­Protein   von  HPV-­16   (Ressing   et   al.,   1995;;  Youde   et   al.,   2000).  HPV-­16   ist   der  
häufigste  HPV-­Typ  in  HPV-­assoziierten  Krebserkrankungen,  insbesondere  Zervixkar-­
zinomen,   und   die   Untersuchung   der   T-­Zellimmunität   gegen   die   transformierenden  
Proteine   E6   und   E7   ist   von   besonderem   Interesse,   da   nur   diese   beiden   Proteine  
regelmäßig  in  Zervixkarzinomen  exprimiert  sind  (Walboomers  et  al.,  1999).  Gegen  das  
YML-­Peptid  wurden   regelmäßig   in  Tumorpatienten  CD8-­T-­Zellantworten   festgestellt  
(Evans  et  al.,  1997;;  Schreurs  et  al.,  2003;;  Youde  et  al.,  2005).  Auch  bei  gesunden  
Spendern  konnten  durch  Stimulation  mit  autologen  dendritischen  Zellen  T-­Zellkulturen  
angelegt   werden,   die   diese  Spezifität   aufwiesen   (Evans   et   al.,   1997;;   Youde   et   al.,  
2000).   In  einigen  Fällen  konnten  auch  T-­Zellinien  und  Klone  hergestellt  werden,  die  
nicht   nur   überexprimiertes   Antigen,   sondern   auch   entsprechende   HPV-­positive  
Tumorzellinien  erkannten  und  zytolytisch  angriffen  (Schreurs  et  al.,  2003;;  Youde  et  al.,  
2005).  Allerdings  waren  entsprechende  T-­Zellinien  oft  von  uneinheitlicher  Qualität,  wie  
Peptid/HLA-­Multimerfärbungen   zeigten   (Youde   et   al.,   2000),   und   die   Verfügbarkeit  
solcher  T-­Zellen  für  weiterführende  Experimente  war  sehr  beschränkt.    
  
Wir   generierten   daher   CD40-­stimulierte   B-­Zellkulturen   von   sechs   gesunden   HLA-­
A*02:01-­positiven  Spendern  und  stimulierten  autologe  Blutzellen  mit  peptidbeladenen  
B-­Zellen   (Zentz   et   al.,   2007).   Die   Expansion   von   YML-­spezifischen   CD8-­T-­Zellen,  
nachgewiesen  mittels   Peptid/HLA-­Multimerfärbung,   gelang   aus   6   von   6   Spendern,  
obwohl  CD8-­T-­Zellen  dieser  Spezifität  in  PBMC  ex  vivo  bei  keinem  der  Spender  über  
der  Nachweisgrenze   lagen.  Durch  die  Stimulation  wurden  T-­Zellinien   generiert,   die    
antigenspezifisch  IFN-­γ  sezernierten  und  zytolytisch  waren.    Sie  erkannten  nicht  nur  
exogenes  Peptid,  sondern  auch  mittels  Vakzinia-­Vektor  intrazellulär  exprimiertes  und  
prozessiertes  E7-­Antigen.  Auch  YML-­spezifische  T-­Zellklone  konnten  hergestellt  und  
ihre   TCR-­Sequenzen   ermittelt   werden.   Allerdings   hatte   ein   besonders   wichtiges    
Experiment   ein   negatives  Ergebnis:   A*02:01-­positive,  HPV-­16-­positive   Tumorzellen  
wurden  von  den  T-­Zellen  nicht  erkannt.  Dieses  Ergebnis  steht  nicht  im  Widerspruch  
mit  der  ansonsten  guten  antigenspezifischen  Funktion  der  T-­Zellen,  da  bekannt   ist,  
dass  HPV-­positive  Tumorzellen  die  HPV-­Onkogene  E6  und  E7   in  äußerst  geringen  
Mengen   exprimieren   und   zudem   Defekte   in   ihrer   Antigenprozessierung   aufweisen  
(Evans  et  al.,  2001).    
  
Unser  Ergebnis  zeigte,  dass  das  CD40-­B-­Zellsystem  sich  für  die  Expansion  funktio-­
neller   antigenspezifischer   T-­Zellen   gut   eignet.   Hinsichtlich   der   Verwendbarkeit   von  
 38  
YML-­spezifischen   T-­Zellen   für   eine   Immuntherapie   waren   unsere   Ergebnisse   nur  
mäßig  ermutigend.  Zwar  wurde  in  der  Literatur  mehrfach  eine  Erkennung  von  HPV-­
16-­positiven   Tumorzellen   durch   YML-­spezifische   CD8-­T-­Zellen   beschrieben  
(Schreurs  et  al.,  2003;;  Youde  et  al.,  2005);;  allerdings  konnten  wegen  der  Knappheit  
solcher  T-­Zellen  immer  nur  wenige  Experimente  durchgeführt  werden,  und  es  standen  
jeweils   nur   eine   oder   zwei   geeignete   (HLA-­A2-­positive,   HPV-­16-­positive)   Tumor-­
zellinien   zur   Verfügung.   Der   Nachweis   einer   antigenspezifischen   Erkennung   von  
Tumorzellen   durch   CD8-­T-­Zellen   dieser   Spezifität   bleibt   daher   mit   einer   gewissen  
Unsicherheit  behaftet.  Direkte  Analysen  des  Peptidrepertoires  auf  Tumorzellen  mittels  
Elution   und   massenspektrometrischer   Sequenzierung   legen   nahe,   dass   das  
tatsächlich  präsentierte  Peptid  gegenüber  dem  von  den  meisten  Autoren  und  auch  uns  
studierten  um  eine  Aminosäure  kürzer  ist  (Riemer  et  al.,  2010);;  jedoch  bleibt  es  auch  
in  dieser  Version  ein  ungewöhnliches  HLA-­A*02:01-­Peptid,  da  ihm  der  typische  hydro-­
phobe   C-­terminale   Ankerrest   fehlt.   Die   Rolle   dieses   Epitops   innerhalb   der   HPV-­
spezifischen  T-­Zellantwort  bleibt  daher  unklar.    
  
Gleichwohl   gilt   die   HPV-­spezifische   Peptidvakzinierung   als   vielversprechender  
Ansatz,  und  sie  ist  in  jüngerer  Zeit  insbesondere  von  der  Leidener  Gruppe  in  verschie-­
denen   klinischen   Studien   mit   teilweise   guten   Erfolgen   getestet   worden.   Vakziniert  
wurde  dabei  mit  einem  Gemisch  langer  Peptide,  die  die  Sequenzen  der  Onkogene  E6  
und  E7  abdecken.  Die  Verwendung  langer  Peptide  hat  den  Vorteil,  dass  diese  nicht  
direkt   auf   die   Oberfläche   von   suboptimal   antigenpräsentierenden   Zellen   geladen  
werden   können,   sondern  dass   ihre  Präsentation  wahrscheinlich   von  der  Aufnahme  
durch   dendritische   Zellen   abhängt;;   dadurch   werden   Toleranz-­   und   Fratrizid-­
Mechanismen  umgangen  (Melief  und  van  der  Burg,  2008).  Zudem  werden  theoretisch  
alle  T-­Zellepitope  der  beiden  Onkoproteine  durch  die  Vakzinierung  abgedeckt,  ohne  
dass  diese  im  Detail  bekannt  sein  müssen;;  dies  ist  bei  der  Kürze  der  Proteine  (158  
bzw.  98  Aminosäuren)  mit  nur  13  Peptiden  erreichbar.  Nach  therapeutischer  Vakzinie-­
rung   von   Patientinnen  mit   HPV-­16-­positiven   intraepithelialen  Neoplasien   der   Vulva  
wurde   bei   rund   der   Hälfte   der   20   Patientinnen   eine   Vollremission   beobachtet;;   die  
retrospektive   Spontanremissionsrate   betrug   nur   1.5%   (Kenter   et   al.,   2009).   Eine  
Vollremission  war  assoziiert  mit  kleinerer  Läsion,  der  Erzeugung  IFN-­γ-­produzierender  
spezifischer  T-­Zellen  und  verringerter   Induktion   regulatorischer  T-­Zellen   (Welters  et  
al.,   2010).   Die   HPV-­16-­E6/E7-­Peptidvakzine   wurde   auch   bei   Patientinnen   mit  
intraepithelialer   Zervix-­Neoplasie   (de   Vos   van   Steenwijk   et   al.,   2014)   und   fortge-­
schrittenem  Zervixkarzinom  (van  Poelgeest  et  al.,  2013)  klinisch  getestet;;   in  diesen  
Studien  ergab  sich  bislang  kein  Hinweis  auf  eine  Veränderung  des  Krankheitsverlaufs,  
jedoch   wurden   HPV-­16-­spezifische   T-­Zellen   induziert.   Die   Epitopspezifitäten   und  
HLA-­Restriktionen   der   induzierten   T-­Zellen   sind   nicht   im   Detail   bekannt.   Ihre  
Untersuchung   könnte   möglicherweise   aufschlussreiche   Hinweise   zum  Wirkmecha-­
nismus  der  Vakzine  geben  und  zu  ihrer  Optimierung  beitragen.    
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